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OKRAJŠAVE IN SIMBOLI 
 
 
A  absorbanca  
 
ABTS  
 
2,2'-azino-bis (3-etilbenzotiazolin-6-sulfonska kislina)  
AOU/AOC  
 
 
antioksidativna učinkovitost/kapacitivnost (ang. AntiOxidant 
Capacity) 
EtOH 
 
etanol 
HEPES  
 
HPLC 
4-(2-hidroksietil) piperazin-1-etansulfonske kisline  
 
tekočinska kromatografija visoke ločljivosti (ang. High 
Performance Liquid Chromatography )  
 
LOD 
 
Meja zaznave (ang. limit of detection) 
LOQ  
 
  
MeOH 
 
meja določanja (ang. limit of quantification) 
 
 
metanol 
 mQ H2O 
  
  m.s.                                     
ultra prečiščena voda 
 
sveža snov, svež rastlinski material 
   
R 
 
Redčitveni faktor 
RNS reaktivne dušikove spojine 
  
ROS 
 
SOD 
 
s.s. 
 
TEAC 
 
 
 
tR 
 
UV 
 
 
 
 
reaktivne kisikove spojine (ang. Reactive Oxygen Species) 
 
superoksid dismutaza 
 
suha snov rastlinskega materiala 
 
troloksu ekvivalentna antioksidativna učinkovitost (ang. Trolox 
Equivalent Antioxidant Capacity)  
 
 
retencijski čas 
 
ultravijolično valovanje (ang. Ultra Violet light) 
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1 UVOD 
 
Dokazano je, da na naše zdravje lahko v precejšnji meri vplivamo s primerno prehrano. 
Zadnje čase je precej govora o antioksidantih, ki jih najdemo predvsem v nekaterih tkivih 
določenih rastlin. Antioksidanti so zaščitne snovi, ki v celicah preprečujejo oksidacijo in s 
tem podaljšujejo življenjsko dobo le-teh. S primernim uživanjem živil z visoko vsebnostjo 
antioksidantov pa lahko omilimo ali celo preprečimo pojav sodobnih civilizacijskih 
bolezni, kot so diabetes (Brasnyo in sod., 2011; Kerem in sod., 2006), povišan krvni tlak, 
debelost, poapnenje žil, bolezni srca in ožilja ter celo preprečimo pojav raka (Jeong in sod., 
2010). 
 
Močno antioksidativno delovanje imajo med drugim tudi polifenoli, ki nastanejo kot 
sekundarni metaboliti v rastlinah. Sekundarni metaboliti so spojine, ki imajo veliko 
različnih funkcij. Rastlinam dajejo vonj, barvo in okus, pomembni so pri razvoju rastlin in 
so ključni za njihovo preživetje. Delujejo namreč kot naravni insekticidi in obenem 
privabljajo opraševalce (Gould in Lister, 2006). 
 
Vsebnost sekundarnih metabolitov pa v rastlinah precej variira glede na rastišče rastline, 
rastlinsko tkivo, pogoje za rast in mnoge druge dejavnike. Dve največji in najbolj raznoliki 
skupini sekundarnih metabolitov sta skupina terpenov in skupina fenolnih spojin, med 
katere spadajo tudi polifenoli. Dokazano je, da tovrstne spojine delujejo antioksidativno, 
protivirusno, protitumorno, protibakterijsko (Chan, 2002) in protiglivno (Jung in sod., 
2005). 
 
Eden najmočnejših antioksidantov in v zadnjem času najbolj raziskanih polifenolov je 
resveratrol. Prisoten je v rdečem grozdju in rdečem vinu, kakavu, pa tudi v temni čokoladi, 
arašidovem maslu, borovnicah, acai jagodah, murvah, malinah in jagodičevju na splošno. 
Presenetljivo veliko pa naj bi ga bilo tudi v japonskem dresniku (King in sod., 2006). 
 
Japonski dresnik je rastlina iz družine dresnovk in izhaja iz SV Azije, v Evropo so jo 
prinesli v 19. stoletju kot okrasno rastlino. Soroden mu je sahalinski dresnik, ki izvira iz  
otoka Sahalin. Vrsti pogosto rasteta zelo blizu skupaj, zato prihaja do križanja, križanec pa 
nosi ime češki dresnik. Znano je, da je japonski dresnik eden najboljših virov resveratrola, 
o ostalih dveh vrstah dresnikov pa obstaja zelo malo raziskav. Vse tri vrste so si med seboj 
na videz zelo podobne, vendar pa so precejšnje razlike med njimi po vsebnosti polifenolnih 
spojin in posledično v moči antioksidativnega delovanja (Bailey in sod., 1996). 
 
1.1 NAMEN DELA IN RAZISKOVALNI CILJI 
 
Namen dela je bil določiti antioksidativno učinkovitost in prooksidativno aktivnost 
posameznih tkiv dresnikov ter kvalitativno in kvantitativno določiti polifenolne spojine v 
posameznem tkivu z uporabo metode HPLC/DAD. 
 
Ker so dresniki zelo invazivni, bi bili izsledki raziskav lahko v pomoč pri obvladovanju teh 
rastlin in podlaga za nadaljnje raziskave o dresnikih. 
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Če za ekstrakcijo uporabimo topilo na osnovi etanola, so pridobljeni ekstrakti primerni za 
uživanje. Rezultati analiz bi bili tako lahko v pomoč na področju razvoja novih prehranskih 
dopolnil. 
 
Cilji raziskave: 
 
 Pripraviti etanolne ekstrakte japonskega (Fallopia japonica), sahalinskega (F. 
sachalinensis) in češkega dresnika (F. x bohemica). 
 
 Določiti antioksidativno aktivnost ekstraktov. 
 
 Določiti prooksidativno aktivnost ekstraktov. 
 
 Identificirati polifenolne spojine v ekstraktih. 
 
 Kvantificirati polifenolne spojine v ekstraktih. 
 
 Ugotoviti vpliv sezone (pomlad, jesen) na vsebnost antioksidantov.  
 
 Določiti stabilnost polifenolnih spojin v ekstraktih tujerodnih dresnikov. 
 
Delovne hipoteze: 
 
 Predvidevamo, da bodo ekstrakti vseh treh vrst dresnikov vsebovali polifenolne 
spojine ter se bodo razlikovali v antioksidativnih in prooksidativnih lastnostih. 
 
 Predvidevamo, da bodo tkiva različnih vrst dresnikov vsebovala različne 
polifenolne spojine v različnih koncentracijah, nanje bo vplivala tudi sezona. 
 
 Predvidevamo, da bodo različne polifenolne spojine različno občutljive na okoljske  
dejavnike (npr. temperatura, svetloba). 
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2 PREGLED OBJAV 
2.1 DRESNIKI 
2.1.1 Japonski dresnik 
 
Japonski dresnik (Fallopia japonica) je rastlina iz družine dresnovk. Tako kot za ostale 
predstavnike te družine je tudi za japonski dresnik značilno kolenčasto členjeno steblo. Iz 
kolenc izraščajo listi, na tem mestu pa obdajajo steblo prilisti, oblikovani v cevasto tvorbo, 
imenovano škornjica. Steblo je votlo in zaradi kolenčaste členjenosti pogosto spominja na 
steblo bambusa. Za rastlino je značilna grmičasta rast. Med vegetacijsko sezono zraste dva 
do tri metre visoko (Beerling in sod., 1994). Med zimo nadzemni deli rastline odmrejo, 
medtem ko podzemne korenike, ki so zelo razvejane in prepletene in lahko segajo več 
metrov stran od materinske rastline, prezimijo. Listi so celorobi in široko jajčasti, 5-15 cm 
dolgi in do 10 cm široki s prisekanim dnom in naglo zoženim vrhom. Japonski dresnik pri 
nas cveti konec julija in je pozno poleti cvetoča rastlina z drobnimi belkastimi do 
zelenkastimi cvetovi, združenimi v pokončna latasta socvetja. Cvetovi so enospolni z 
zakrnelimi, vendar opaznimi zasnovami drugega spola. Na območjih, kjer je japonski 
dresnik samonikel, se pojavljajo dvospolne rastline, ki imajo v cvetovih razvit tako pestič 
kot tudi prašnike, ter ženske rastline, ki imajo razvite le pestiče. V Evropo so prinesli 
ženske rastline in se na začetku niso mogle spolno razmnoževati. Zelo uspešno se 
razmnožujejo na vegetativen način, saj se stebelni členki zlahka zakoreninijo, rastlina pa 
tvori tudi dolge in razvejane podzemne korenike, s katerimi se močno razraste. Pomembno 
vlogo pri razraščanju dresnika igra tudi človek in tokovi rek in potokov, ki raznašajo 
koščke korenik (Pysek, 1997). 
 
Najraje naseljuje zmerno vlažna rastišča ob rekah ali potokih. Uspeva v različnih tipih 
prsti, celo v nekoliko slani prsti. Čeprav mu bolj ustrezajo osončeni kraji, ga najdemo tudi 
v senčnih predelih. 
 
Japonski dresnik je zelo invaziven, najdemo ga celo na seznamu 100 najbolj invazivnih 
rastlin sveta. Razrašča se na vlažnih predelih, predvsem ob rekah in jezerih po vsej Evropi 
in precejšnjem delu Severne Amerike. Tvori goste sestoje in izpodriva naravno vegetacijo 
in s tem spreminja videz pokrajine in negativno vpliva na biotsko raznovrstnost. Imel pa 
naj bi celo tako močne korenike, da lahko prodrejo skozi 5 cm debel asfalt. Tako ima lahko 
japonski dresnik negativen vpliv na gospodarstvo, saj lahko uničuje ceste, stavbe in druge 
objekte. Zaradi invazivnosti pa lahko preraste tudi obdelovalne površine, npr. travnike, v 
primeru neredne košnje. 
 
Tudi v Sloveniji ga najdemo praktično povsod, z izjemo submediteranskega in alpskega 
fitogeografskega območja. Goste sestoje tvori zlasti ob Dravi, Savi, Savinji, Muri in tudi 
ob drugih rekah in potokih (Frajman, 2008). 
 
Dokazana vsebnost številnih spojin, ki so ugodne za zdravje, pa daje japonskemu dresniku 
bolj pozitiven podton. 
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2.1.2 Sahalinski dresnik 
 
Sahalinski dresnik (Fallopia sachalinensis) izvira iz otoka Sahalina, najdemo pa ga tudi na 
severnem Japonskem in Severovzhodni Aziji. Tudi sahalinski dresnik so v Evropo prinesli 
že v 19. stoletju kot okrasno rastlino in tudi kot krmno rastlino, odporno na sušo. 
Sahalinski dresnik se od japonskega razlikuje po višji rasti. Praviloma zraste v višino od 
2 m do 4 m. Prav tako ima večje liste, dolge do 30 cm, z rahlo srčastim dnom (Frajman, 
2008). 
 
Korenike in korenine sahalinskega dresnika so vir resveratrola in ga kot takega uporabljajo 
v kitajski in japonski medicini kot zdravilo proti raku (Ignatowicz, 2001). 
 
2.1.3 Češki dresnik 
 
Ker japonski in sahalinski dresnik velikokrat rasteta blizu skupaj, prihaja do križanja. 
Križanec nosi znanstveno ime Fallopia x bohemica ali češki dresnik. Tudi češki dresnik 
ima podobno kot sahalinski nekoliko srčaste liste, vendar je nižje rasti, podobno kot 
japonski dresnik (Frajman, 2008). Na sliki 1 je prikazano rastišče češkega dresnika v Rožni 
dolini v Ljubljani. 
 
 
Slika 1: Rastišče češkega dresnika v Ljubljani 
  
2.1.4 Uporaba dresnikov v medicini in prehrani 
 
Čeprav so dresniki precej nepriljubljeni na naših tleh, tvorijo sekundarne metabolite, ki so 
v medicini zelo cenjeni, kot na primer emodin, resveratrol in derivati resveratrola 
(Kovarova in sod., 2010, 2011). 
 
V japonski in kitajski tradicionalni medicini ekstrakte korenik. predvsem japonskega 
dresnika, uporabljajo za zdravljenje bolezni, povezanih z oslabljeno cirkulacijo krvi ali 
povišano količino lipidov v krvi, tumorjev, vnetij, za preprečevanje bolezni jeter in pljuč. 
Sodobne raziskave so pokazale, da posamezne aktivne sestavine v japonskem dresniku, 
pozitivno vplivajo na potek številnih bolezni, predvsem pri razvoju srčno-žilnih in živčnih 
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bolezni. (Choi in sod., 2002; Zhang H. in sod., 2013) Dokazano pa je tudi protitimikrobno, 
protivirusno in protiglivično delovanje japonskega dresnika. (Zhang L. in sod., 2013) 
 
Na tržišču že najdemo prehranska dopolnila iz japonskega dresnika v obliki kapsul, v 
Nemčiji pa so iz dresnika že naredili prehranske produkte, na primer omako in marmelado 
(Becker, 2007). Američan Steve Brill pa je v svoji knjigi »The Wild Vegan Cookbook« 
delil recepte za juho, sladoled in sorbet iz mladih poganjkov japonskega dresnika (Brill, 
2008). 
 
Na Kitajskem in Japonskem uporabljajo dresnik tudi v vsakodnevni prehrani (Su, 2010; 
Kirino in sod., 2012). V Indiji in jugovzhodni Aziji pa suhe liste dresnika uporabljajo za 
kajenje namesto tobaka (Kirino in sod., 2012). 
 
2.2 OKSIDACIJSKI STRES 
 
Dejstvo je, da aerobni organizmi potrebujemo kisik za preživetje, vendar pa je kisik tem 
organizmom tudi toksičen zaradi tvorbe radikalov in s tem povzročanja oksidativnega 
stresa v organizmu. Večina radikalov nastane kot respiracijski produkt ali produkt drugih 
esencialnih bioloških reakcij v celicah. Živi organizmi za obrambo pred radikali 
sintetizirajo vodotopne in lipidotopne antioksidante, ki reagirajo z visokoreaktivnimi 
radikali in tako preprečijo njihovo škodljivo delovanje (Davies, 1995). 
 
2.2.1 Radikali 
 
Radikal je definiran kot atom, ion ali molekula z enim ali več samskimi elektroni v zunanji 
orbitali. Radikali nastanejo kot posledica homolitskih, heterolitskih ali redoks reakcij in 
ponavadi sestojijo iz reaktivnih kisikovih ali dušikovih  snovi (Turpaev, 2002). 
 
Do tvorbe radikalov pride z dihanjem in ostalimi običajnimi celičnimi funkcijami. Pod 
normalnimi fiziološkimi pogoji se približno 2 % kisika, ki ga človeško telo potrebuje za 
dihanje, pretvori v superoksidne anionske radikale (Kunwar, 2011). 
 
Viri radikalov so endogeni in eksogeni. Med endogene uvrščamo: mitohondrijsko dihanje, 
avto-oksidacijo, encimske reakcije, prisotnost kovinskih ionov; nekateri eksogeni viri pa 
so: onesnažen zrak, anorganski delci v zraku, kajenje tobaka, nekatera zdravila, 
industrijska topila, izpostavljanje UV sevanju. 
 
Zaradi visoke reaktivnosti radikali lahko poškodujejo vse biološke molekule, vključno z 
lipidi, proteini, ogljikovimi hidrati in nukleinskimi kislinami, najpogostejša tarča pa so 
lipidi. Peroksidacija lipidov lahko povzroči poškodbe v membrani celic, tako da spremeni 
fluidnost in permeabilnost membran (Xu in sod., 2012). 
 
 
 
6 
Korenčan M. Identifikacija … polifenolnih spojin v ekstraktih tujerodnih dresnikov F. japonica, F.sachalinensis in F. x bohemica.  
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za živilstvo, 2018 
 
2.2.2 Antioksidanti 
 
Antioksidativna obramba telesa sestoji iz endogenih in s prehrano pridobljenih eksogenih 
spojin, ki jih lahko klasificiramo v tri širše skupine. Prvi so antioksidativni encimi, v 
skupino katerih spadajo superoksid dismutaza, katalaza in peroksidaza. Ta skupina 
antioksidantov je endogenega izvora. Naslednji so antioksidanti, ki zavirajo verižne 
reakcije, sprožene s strani radikalov (»chain breaking antioxidants«). To so lahko 
vodotopne ali lipidotopne molekule in izvirajo predvsem iz hrane (npr. karotenoidi, 
flavonoidi in antioksidativni vitamini). Tretja skupina antioksidantov pa so endogeni 
proteini, ki so prav tako pomembni, saj so sposobni vezave reaktivnih kovinskih ionov. 
 
V splošnem encimi zagotavljajo najmočnejšo antioksidativno obrambo, vendar so vsi 
antioksidanti enako pomembni za zmanjševanje oksidacijskega stresa (Maio, 2009). 
Redoks homeostaza v celicah je prikazana na sliki 2. 
 
 
 
Slika 2: Prikaz uravnavanja redoks homeostaze v celicah aerobnih organizmov (prirejeno po Reid, 2006) 
 
2.2.3 Fenolne spojine 
 
Prehranske fitokemikalije lahko na široko razdelimo na fenolne spojine, dušikove spojine, 
žveplove spojine, fitosterole in karotenoide. Fenolne spojine vsebujejo enega ali več 
aromatskih obročev z vezano eno ali več hidroksilnih skupin, mednje pa sodijo fenolne 
kisline, flavonoidi, stilbeni, kumarini in tanini (Miao, 2009). 
 
V naravi so večinoma prisotne spojine z več hidroksilnimi skupinami in zato se je zanje 
uveljavilo tudi drugo ime - polifenoli. Polifenoli so zelo heterogena skupina organskih 
spojin, ki v rastlinskem svetu opravljajo funkcijo barvil, koencimov, protimikrobnih 
agensov in fitoaleksinov (spojine, ki se pojavijo v rastlinah kot odgovor na infekcije). 
Polifenoli dajo rastlinam karakteristični okus, prehransko vrednost, farmakološke in 
toksične učinke. Med polifenole sodijo tudi stilbeni in flavanoli. Polifenoli se v rastlinah 
redko pojavljajo prosti, največkrat so vezani na sladkorje, amino skupine, lipide in 
terpenoide (Donko, 1995). 
 
7 
Korenčan M. Identifikacija … polifenolnih spojin v ekstraktih tujerodnih dresnikov F. japonica, F.sachalinensis in F. x bohemica.  
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za živilstvo, 2018 
 
2.2.3.1 Resveratrol in polidatin 
 
Resveratrol (3,5,4'- trihidroksistilben) je fenolna spojina, ki jo kemijsko uvrščamo med 
stilbene. Najbolj pogosto opisan vir resveratrola je rdeče grozdje in rdeče vino (Siemann in 
Creasey, 1992). V zadnjem času pa se pojavlja tudi veliko raziskav v zvezi z resveratrolom 
v japonskem dresniku, saj so tudi tu opazili precej veliko koncentracijo omenjene spojine 
(Jayatilake, 1993). 
 
Povečan obseg raziskav v zadnjem desetletju je pokazal pozitivne učinke uživanja 
resveratrola na zdravje, med drugim ugoden vpliv na razplet srčno-žilnih bolezni, 
nevroprotektivno, protivnetno in protirakavo delovanje,  pomaga pa tudi pri preprečevanju 
diabetesa in debelosti (Dolinsky, 2011; Xu, 2012). 
 
Polidatin je naravni prekurzor resveratrola. Med spojinama je majhna razlika v kemijski 
strukturi, ki jo prikazuje slika 3. Polidatinu pripisujejo podobne lastnosti kot resveratrolu, v 
kombinaciji z resveratrolom pa ugodno vpliva na zaščito celic pred stresnimi dejavniki. 
Zato se kombinacija resveratrola in polidatina priporoča za uporabo v farmacevtskih in 
kozmetičnih pripravkih (Ravagnan, 2013). 
 
 
 
Slika 3: Strukturna formula resveratrola/polidatina (prirejeno po Chen in sod., 2016) 
 
2.2.3.2 Katehin in epikatehin 
 
Katehin in epikatehin sta izomeri flavan-3-ola, kjer je razlika le cis/trans vezi, pri čemer je 
cis izomera epikatehin, trans izomera pa katehin. Vsaka izomera pa ima še dve različni 
enantiomeri, desno- in levo-sučno, tako je govora o kar štirih spojinah (+)-katehin, (-)-
katehin, (+)-epikatehin in (-)-epikatehin (slika 4). Kljub minimalnim razlikam v kemijski 
strukturi, so si spojine med seboj različne. Glede na raziskave naj bi le (+)-katehin deloval 
bakteriostatično, medtem ko naj bi bil (-)-katehin fitotoksičen. Tako kot (-)-katehin, je tudi 
(+)-epikatehin fitotoksičen, medtem ko (-)-epikatehin ne vpliva na inhibicijo rasti 
rastlinskih celic (Bais in sod., 2002). 
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Slika 4: Strukturne formule obeh izomer katehina in epikatehina (prirejeno po Hurst in sod., 2011:53) 
 
2.2.4 Polifenoli kot nutracevtiki 
 
»Nutracevtik« je termin, prvič omenjen leta 1979, izraz pa je skoval ameriški doktor 
medicine Stephen DeFelice (DeFelice,1992). Nutracevtik se definira kot živilo, ali del 
živila, ki pozitivno vpliva na zdravje in počutje, vključno s preprečevanjem in 
zdravljenjem bolezni. Naknadno so se uveljavili še nekateri podobni izrazi (npr. 
funkcionalna živila, prehranski dodatki). Nutracevtik je kakršenkoli netoksičen prehranski 
dodatek, ki ima znanstveno dokazane ugodne učinke na zdravje, v smislu preprečitve in 
zdravljenja bolezni (Dillard in German, 2000). Nutracevtiki so lahko izolirana hranila, 
prehranska dopolnila, zeliščni produkti in procesirani produkti, kot so žitarice, juhe in 
napitki. Zanimanje za nutracevtike se veča, kar je posledica promocije epidemioloških 
študij, ki kažejo na to, da določene diete ali komponente v dietah pomagajo pri 
zmanjševanju tveganj za nastanek določenih bolezni. 
 
Večina aktivnih komponent ali nutracevtikov v rastlinah so polifenoli, ki so potenicalni 
antioksidanti in kelatorji kovin, poleg tega pa so učinkoviti v preventivnem delovanju proti 
raku. Največja skupina med polifenoli so flavonoidi, ki so najpogosteje zastopani v živilih 
rastlinskega izvora (npr. sadje, zelenjava, čaj, kakav, vino) (Kelm in sod., 2005). 
 
 
2.2.5 Nekatere spojine kot antioksidanti in kot prooksidanti 
 
C vitamin ali askorbinska kislina je poznan kot močan antioksidant, ki naše celice varuje 
pred oksidacijskim stresom. Vendar pa je dokazano, da pod določenimi pogoji (ob 
prisotnosti prostih železovih ionov, katerih koncentracija se v celicah poveča v patoloških 
stanjih), askorbinska kislina deluje kot prooksidant, ki preko Fentonove reakcije vodi v 
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tvorbo vodikovega peroksida in hidroksilnega aniona, ki je za naše celice najbolj toksična  
snov, saj povzroči blokado K+ kanalov v celičnih membranah in tako vpliva na njihovo 
permeabilnost, kar pa vodi v razpad celic (Garry, 2009). 
 
Koncentracija prostega železa se v krvi spontano poveča ob vsakem vnetju ali poškodbi, 
uživanje C vitamina v takšnem stanju pa le še poveča tvorbo toksičnih kisikovih radikalov. 
Torej uživanje C vitamina med vnetnimi procesi ni priporočljivo (Carr, 1999). 
 
Tudi fenolne spojine, ekstrahirane iz rastlinskega materiala, imajo poleg antioksidativnih 
tudi prooksidativne lastnosti. Vendar pa so pogoji, pod katerimi pride do ene ali druge 
reakcije zaenkrat še slabo raziskani. Prooksidativna aktivnost rastlinskih fenolov je 
povezana z zmožnostjo reduciranja Fe3+ ionov, kar v bioloških sistemih preko Fentonove 
reakcije poveča oksidativni stres (Rodtjer in sod., 2005). 
 
2.2.6 Metode merjenja antioksidativne učinkovitosti in prooksidativne aktivnosti v 
laboratoriju 
 
Prooksidativna aktivnost oziroma antioksidativni učinek sta odvisna od ravnotežja dveh 
dejavnosti, in sicer redukcije radikalov ali »radical scavenging activity« na eni strani in 
reduciranja železovih ionov na drugi strani, kar pa vodi v Fentonovo reakcijo. V Fentonovi 
reakciji Fe
2+
 ioni reagirajo z vodikovim peroksidom in tvorijo hidroksilni radikal, ki je 
poznan kot najbolj toksičen. Razmerje med prooksidativnim in antioksidativnim 
delovanjem nam omogoča oceniti skupno antioksidativno učinkovitost polifenolov v 
ekstraktih, saj nam skupek obeh reakcij omogoča vpogled v sposobnost polifenolov ne 
samo reduciranja radikalov, ampak tudi v sposobnost reduciranja železovih ionov, kar v 
bioloških sistemih vodi v oksidacijo (Ling in sod., 2010). 
 
2.2.6.1 Merjenje skupne antioksidativne učinkovitosti z metodo ABTS  
 
Metoda ABTS je spektrofotometrična metoda za določanje antioksidativne učinkovitosti. 
Uporablja se za določanje tako lipofilnih kot tudi hidrofilnih antioksidantov. Predhodno 
oblikovani radikal mono-kation ABTS
•+
 se generira z oksidacijo ABTS z manganovim 
dioksidom ali kalijevim persulfatom (Re, 1999), ponovno pa se reducira ob prisotnosti 
antioksidantov, ki so donorji vodika (elektronov). Pri merjenju antioksidativne 
učinkovitosti moramo upoštevati količino dodanih ekstraktov, ki vsebujejo antioksidante, 
in čas delovanja (Re, 1999). 
 
 
2.2.6.2 Merjenje prooksidativne aktivnosti  
 
Prooksidativno aktivnost ekstraktov rastlinskega materiala določamo z redukcijo Fe3+ v 
Fe
2+
, kar pa lahko posledično v bioloških sistemih vodi v nezaželeno Fentonovo reakcijo in 
poškodbe tkiva. Fentonova reakcija temelji na oksidaciji Fe2+ v Fe
3+
 v prisotnosti H2O2. Ob 
reakciji Fe
2+
 s H2O2 se poleg Fe
3+
 tvori tudi hidroksilni radikal (OH
•–
), ki je eden 
najnevarnejših radikalov s stališča zmožnosti poškodovanja celic, saj povzroča 
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peroksidacijo biomolekul. Številni reducenti, kot na primer askorbinska kislina, lahko 
reducirajo Fe
3+
 obliko železa v Fe
2+
, ter tako sprožijo Fentonovo reakcijo (Tian in Hua, 
2005). 
 
 
2.2.6.3 Identifikacija in kvantifikacija posameznih polifenolnih spojin s HPLC 
 
Tekočinska kromatografija visoke ločljivosti je tehnika, ki se v analizni kemiji uporablja za 
ločevanje spojin. Tekočinska kromatografija visoke ločljivosti (HPLC) je kolonska 
kromatografija, pri kateri za stacionarno fazo uporabljamo zelo majhne delce. Če želimo, 
da bo pretok skozi takšno kolono od 0,5 do 5 mL/min, moramo mobilno fazo potiskati 
skozi kolono z visokotlačno črpalko. Značilnost visokotlačne kromatografije je hitra in 
dobra ločljivost. Raztopino substanc injiciramo na kromatografsko kolono, ki vsebuje 
stacionarno fazo in  skozi kolono vodimo topilo (mobilna faza), ki ne reagira s stacionarno 
fazo. Topilo prenese zmes substanc skozi kolono (Brodnjak Vončina, 2006). 
 
Ker so fenolne spojine zelo kompleksne molekule, je tekočinska kromatografija visoke 
ločljivosti najpogosteje uporabljena tehnika za analiziranje le-teh. Največkrat se za 
ločevanje uporablja kolona s stacionarno fazo C18. Stacionarno fazo C18 pridobijo tako, 
da v reakciji silanizacije hidrolizirane površine silikata z organoklorsilanom, nastane 
ustrezen siloksan, pri čemer je na organoklorsilan vezana alkilna veriga C18. Ta tip faze je 
hidrofoben, kar pomeni, da se bodo najprej izločile bolj polarne molekule, bolj nepolarne 
pa bodo imele daljši retencijski čas, saj imajo do kolone večjo afiniteto. Za ločevanje 
fenolnih spojin s HPLC se največkrat uporablja gradientni sistem elucije z mobilno fazo, ki 
je ponavadi kombinacija vode, pufrov in organskih topil, od katerih prevladujeta acetonitril 
in metanol, za detekcijo pa diodni detektor, ali pa masni spektrofotometer (Pyrzynska in 
Sentkowska, 2015). 
 
Za identifikacijo spojin v vzorcih si pripravimo raztopino standardne spojine, ki jo želimo 
določiti. Spojine identificiramo s pomočjo prekrivanja vrhov oziroma retencijskih časov, 
identifikacijo pa potrdimo še s primerjavo spektrov, saj ima lahko pri določenih pogojih 
več spojin podoben retencijski čas in pride do koelucije. Čistost eluirane snovi lahko 
ocenimo z računalniškim programom npr. ChemStation. Kvantifikacija spojin pa je 
postopek, pri katerem ovrednotimo količino spojine s pomočjo integrirane površine pod 
krivuljo kromatografskega vrha spojine, ki je premosorazmerna s koncentracijo standardne 
spojine. Kvantifikacijo nam omogoča računalniški program ChemStation, ki integrira 
kromatografski vrh oziroma signal, katerega zazna detektor, ki se odzove na koncentracijo 
posamezne spojine, ki gre skozi kolono.  
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2.3 REZULTATI DOSEDANJIH RAZISKAV ANTIOKSIDANTOV V DRESNIKIH 
 
Do sedaj je bilo objavljenih kar nekaj raziskav na področju vsebnosti antioksidantov v 
japonskem dresniku, o češkem in sahalinskem dresniku pa jih obstaja bolj malo. 
 
Chen in sod. (2016) so s pomočjo metode HPLC analizirali vsebnost antioksidantov v 
koreninah japonskih dresnikov s poudarkom na resveratrolu. Opisali so tudi razlike med 
dresniki, nabranimi na Kitajskem in na otoku princa Edwarda v Kanadi, v različnih letnih 
časih, od maja do novembra. Poleg resveratrola so v raziskavi potrdili tudi vsebnost 
polidatina, emodina in fizkiona. 
 
Polidatina so v vzorcih določili kar veliko, in sicer v kitajskih (9,27 ± 1,02) mg/g, v 
kanadskih pa (11,04 ± 1,35) mg/g. 
 
Resveratrola je bilo v kitajskih vzorcih povprečno (4,3 ± 0,16 mg/g) z zelo majhno razliko 
med letnimi časi, v kanadskih pa se je pojavila znatna razlika v vsebnosti resveratrola med 
vzorci, nabranimi zgodaj poleti, in vzorci, nabranimi oktobra. V poletnih vzorcih so 
določili (2,68 ± 0,18) mg/g, v oktobrskih pa kar (4,25 ± 0,14) mg/g resveratrola. Avtorji 
članka so torej predvidevali, da resveratrol nastane v koreninah pozno poleti iz sorodnih 
spojin. Tudi koncentracije ostalih spojin so se spreminjale glede na čas odvzema vzorcev, 
vendar ne tako znatno kot pri resveratrolu. 
 
V tej študiji so analizirali tudi ostala tkiva dresnikov (liste, stebla in cvetove), vendar so v 
ostalih tkivih določili deset do dvajsetkrat manjše koncentracije snovi kot v koreninah. 
 
Podobne raziskave so pokazale, da je japonski dresnik bogat z resveratrolom in 
polidatinom. Povprečna vrednost resveratrola je glede na večino rezultatov podobnih 
raziskav 1-3 mg/g (Zhang in sod., 2006; Benova in sod., 2008; Liang in Zou, 2011). 
 
Japonski dresnik  je izvrsten vir resveratrola, boljši celo od kožice rdečega grozdja, ki 
vsebuje 50-100 µg/g resveratrola (Singh, 2015). 
 
Povprečna vrednost polidatina pa se v dresniku giblje med 3-8 mg/g. Tako je dresnik 
najpomembnejši koncentriran vir polidatina (Benova in sod., 2008; Liang in Zou, 2011). 
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3 MATERIAL IN METODE 
 
Analize smo izvedli v letih 2015 in 2016 na Katedri za biokemijo in kemijo živil Oddelka 
za živilstvo Biotehniške fakultete Univerze v Ljubljani. 
 
3.1 RASTLINSKI MATERIAL 
 
Rastlinski material japonskega, sahalinskega in češkega dresnika smo nabirali dvakrat v 
letu 2015, in sicer v začetku maja, v sezoni pred cvetenjem, ter konec avgusta oz. v začetku 
septembra, v sezoni cvetenja. Vzorčili smo na treh različnih lokacijah v Ljubljani in njeni 
okolici (priloga A). Lokacije smo izbrali glede na zapise predhodnih vzorčenj, na istih 
lokacijah pa potekajo tudi druge raziskave. Glede na zapise o predhodnih vzorčenjih 
(Rogelj, 2015) in glede na obsežnost sestojev na posameznih lokacijah ni možnosti, da bi 
prišlo do zamenjave taksonov dresnikov. 
 
Vzorčili smo vedno v dopoldanskem času približno od osme do enajste ure. Vsi 
spomladanski vzorci so bili nabrani ob sončnem vremenu, pri približno 20-25 °C, jesenski 
pa v suhem in v deževnem vremenu pri okrog  15-20 °C. 
 
Pri spomladanskem vzorčenju smo nabrali štiri različna rastlinska tkiva: liste, mlada stebla, 
korenine in olupke korenin, ki smo jih v laboratoriju ločili od notranjih delov korenin. Pri 
jesenskem vzorčenju pa smo nabirali pet različnih tkiv, in sicer poleg že omenjenih še 
cvetove, ki spomladi še niso bili prisotni. 
 
Na vzorčenje smo se predhodno pripravili. Zelo pomembna je bila dobra organizacija in da 
smo material v najkrajšem možnem času pripeljali do laboratorija. Materiali, uporabljeni 
na krajih vzorčenja, so bili: vrtne rokavice, vrtne škarje, lopata, kopuljica, plastične vreče. 
 
3.2 KEMIKALIJE 
 
- etanol, 96 % (Merck, Darmstadt, Nemčija); 
- mravljična kislina, 98–100 % (Merck); 
- ocetna kislina (Sigma); 
- MnO2;  manganov dioksid (Kemika, Zagreb); 
- ABTS; 2,2-azinobis(3-etil-benzotiazolin-6-sulfonska kislina) (Sigma, Steinheim, 
Nemčija); 
- troloks;  6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karboksilna kislina (Sigma); 
- HEPES; 4-(2-hidroksietil)piperazin-1-etansulfonska kislina (Sigma); 
- metanol, HPLC grade (Sigma); 
- FeCl3; železov klorid (Sigma); 
- K4Fe(CN)6; kalijev ferocianid (Sigma); 
- TCA; triklorocetna kislina (Sigma); 
13 
Korenčan M. Identifikacija … polifenolnih spojin v ekstraktih tujerodnih dresnikov F. japonica, F.sachalinensis in F. x bohemica.  
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za živilstvo, 2018 
 
- tekoči dušik (Messer Greisheim, Nemčija); 
- mili-Q H2O (Millipore Pack R1, Nemčija); 
- destilirana H2O (Purelab Classic, 18,2 Möhm × cm). 
 
Standardi: 
- trans-resveratrol ( 99% HPLC) (Sigma, St. Luis, Missouri, ZDA); 
- (+)-katehin  ( 98 % HPLC) (Sigma); 
- (-)-epikatehin (90 % HPLC) (Sigma); 
- polidatin ( 95 % HPLC) (Sigma); 
3.3 APARATURE 
 
- naprava za zamrznjeno sušenje biološkega materiala (Liofilizer, CHRIST Alpha 1-2 LD 
plus); 
- stresalnik z vodno kopeljo (Julabo SW-21C, Nemčija); 
- spektrofotometer Agilent 89090A UV-VIS spektrometer z računalniškim programom 
845X UV-visible ChemStation software , na sliki 5 desno zgoraj; 
- pH-merilnik (Hanna instruments, ZDA); 
- vrtinčnik vorteks (IKA MS 3 basic, Nemčija); 
- centrifuga Rotanta 460R (Hettich, Nemčija), na sliki 5 levo; 
- centrifuga Centric 322B (Tehtnica, Slovenija); 
- tehtnica Exacta 2200 EB (Slovenija); 
- tehtnica Mettler Toledo AT 201; 
- tehtnica Mettler Toledo (exelence PLUS) XP205; 
- laboratorijska peč 
- HPLC 1260 Infinity sistem  (Agilent Technologies, Nemčija), na sliki 5 desno spodaj 
 
 
Slika 5: Uporabljene aparature: levo: centrifuga, desno zgoraj: spektrofotometer in desno spodaj: HPLC 
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3.4 DRUGA LABORATORIJSKA OPREMA IN PRIPOMOČKI 
 
- keramična terilnica s pestilom 
- pipete 
- steklovina (čaše, steklene palčke, erlenmajerice, bučke, merilni valji, itd.) 
 
3.5 PRIPRAVA VZORCEV IN EKSTRAKTOV 
 
3.5.1 Priprava vzorcev 
 
Takoj, ko smo nabran material prinesli v laboratorij, smo z njega ročno očistili morebitne 
ostanke zemlje in drugih nečistoč, nato pa smo začeli ločevati posamezna tkiva. Predhodno 
smo stehtali 4 prazne čaše. Najprej smo ločili cele liste v prvo čašo, v drugo čašo smo 
narezali stebla na približno 2 cm dolge koščke, nato pa smo še ločili olupke od notranjih 
delov korenin, vsako tkivo v svojo čašo. Na sliki 6 so prikazana narezana stebla in listi v 
čašah. Vse štiri čaše smo ponovno stehtali in si maso zapisali, čaše z rastlinskim 
materialom smo pokrili z gazo, ki smo jo pričvrstili z elastikami. Material smo dehidrirali s 
postopkom sušenja z zamrzovanjem v liofilizatorju, 48 ur pri -51 °C in tlaku 0,065 mbara. 
 
 
Slika 6: Tehtanje rastlinskega materiala v čašah in priprava na liofilizacijo. 
 
Liofilizirano tkivo smo vsako posebej v keramični terilnici prelili s tekočim dušikom in s 
pestilom ročno strli v fin prah (slika 7). Prah smo shranili v 50 mL centrifugirke in jih za 
nadaljnjo uporabo hranili v zamrzovalniku pri -20 °C. 
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Slika 7: Trenje liofiliziranega rastlinskega materiala v terilnici s tekočim dušikom. 
 
3.5.2 Priprava ekstraktov 
 
3.5.2.1 Ekstrakcijsko topilo 
 
Pripravili smo raztopino 4 % (v/v) ocetne kisline (v 250 mL bučko smo nalili malo 
destilirane vode, dodali 10 mL ocetne kisline in dopolnili z destilirano vodo do oznake). 
Tako pripravljeno raztopino ocetne kisline smo hranili v hladilniku in jo vsakič pred 
postopkom ekstrakcije materiala zmešali z etanolom v razmerju 1:1, kar smo uporabili kot 
ekstrakcijsko topilo. 
 
 
3.5.2.2 Potek ekstrakcije 
 
Od vsakega rastlinskega tkiva smo zatehtali približno 1 g  liofiliziranega materiala v prahu 
v 15 mL-centrifugirke, vsakega od njih v dveh paralelkah (torej v 8 centrifugirk pri 
spomladanskih vzorcih in 10 centrifugirk pri jesenskih vzorcih). 
 
 
3.5.2.2.1 Ekstrakcija v vodni kopeli s stresanjem 
 
V vsako centrifugirko smo dodali po 4 mL pripravljenega topila, zmešali s stekleno palčko 
in dali za 2 uri na stresalnik v vodno kopel pri 26 °C. Po tem času smo vse vzorce 
centrifugirali 10 minut pri 17.200 × g (RCF). Supernatant smo odpipetirali v nove 15 mL- 
centrifugirke, jih ovili v aluminijasto folijo in shranili v zamrzovalnik. V centrifugirke, kjer 
je ostala usedlina po odstranjenem supernatantu, smo ponovno odpipetirali po 4 mL topila, 
pomešali s stekleno palčko, ponovno postavili na stresalnik v vodno kopel in ponovno 
stresali dve uri. Po dveh urah smo ponovno centrifugirali in odpipetirali supernatant. 
Supernatante iz zaporednih ekstrakcij smo združili. Tako smo dobili približno 8 mL 
ekstrakta za vsako paralelko posameznega rastlinskega tkiva. Centrifugirke z ekstrakti smo 
ovili v aluminijasto folijo in jih hranili v zamrzovalniku pri približno -20 °C za nadaljnjo 
uporabo, kar je prikazano na sliki 8. 
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Slika 8: Centrifugirke s pripravljenimi ekstrakti 
 
3.5.2.2.2 Ekstrakcija v ultrazvočni kopeli 
 
Uporabili smo enake vzorce in topila kot pri ekstrakciji v vodni kopeli s stresanjem in 
sledili enakemu poteku ekstrakcije, le da material ekstrahirali 2-krat  pol ure v ultrazvočni 
kopeli pri temperaturi 10 °C, katero smo uravnavali z dodajanjem ledu (slika 9). Po dveh 
zaporednih ekstrakcijah smo združili supernatante in dobili približno po 8 mL ekstrakta  v 
vsaki centrifugirki. Ekstrakte smo shranili v 15 mL- centrifugirke in jih zavite v 
aluminijasto folijo shranili za nadaljnje delo v zamrzovalniku pri -20 C. 
 
 
Slika 9: Ekstrakcija v ultrazvočni kopeli 
 
3.6 DOLOČANJE VSEBNOSTI VODE V TKIVIH 
 
Prazne čaše smo stehtali, preden smo vanje dali rastlinski material. Ponovno smo jih 
stehtali, ko smo jih napolnili z rastlinskim materialom, ter še tretjič po končani liofilizaciji. 
Tehtali smo na 0,01 g natančno. Iz razlike mase svežega in suhega materiala po 
liofilizaciji, smo izračunali vsebnost vode v posameznem tkivu. 
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3.7 DOLOČANJE ANTIOKSIDATIVNE UČINKOVITOSTI Z METODO ABTS 
 
3.7.1 Priprava raztopin 
 
Za pripravo 5 mM raztopine radikala ABTS•
+
 smo v 15 mL centrifugirko zatehtali 
33,56 mg ABTS in jih raztopili v 13,37 mL mili-Q H2O. Raztopini smo dodali 83,78 mg 
MnO2, ki deluje kot oksidant, vse skupaj pa smo dobro premešali na vrtinčniku in shranili 
čez noč v hladilniku na 5 °C. Centrifugirko smo predhodno zavili v aluminijasto folijo, saj 
je radikal ABTS•
+občutljiv na svetlobo. Naslednji dan smo raztopino ponovno premešali na 
vrtinčniku in centrifugirali 5 min pri 17.200 × g (RCF). Po centrifugiranju smo iz raztopine 
odstranili presežen MnO2 tako, da smo raztopino filtrirali preko 0,2 µm PVDF filtra v novo 
15 mL-centrifugirko, ki smo jo ponovno zaščitili pred svetlobo z aluminijasto folijo. Tako 
pripravljena raztopina radikalov ABTS•
+
 je uporabna nekaj tednov, hranimo pa jo v 
hladilniku (Rogelj, 2015; Roginsky in Lissi, 2005). 
 
Pred vsako analizo smo z merjenjem absorbance preverili koncentracijo radikala, tako da 
smo 50 µL ABTS•+ dodali 950 µL 10 mM pufra HEPES s pH 7 in izmerili absorbanco pri 
734 nm. V kolikor je bila absorbanca višja od 0,6, smo raztopino uporabili za analizo, v 
nasprotnem primeru pa smo pripravili novo raztopino ABTS•
+
. 
 
Za pripravo 10 mM pufra HEPES smo najprej pripravili 1 L založne raztopine 1 M HEPES 
pufra s pH 7 tako, da smo 120,03 g HEPES-a raztopili v mQ H2O, kvantitativno prenesli v 
1 L- merilno bučko in z mQ vodo dopolnili do oznake. pH pripravljenega pufra je bil 7, 10 
mM HEPES pufer smo pripravili tako, da smo v 1 L-merilno bučko odpipetirali 10 mL 1 
M HEPES pufra ter z mQ vodo dopolnili do oznake in premešali. 
 
3.7.2 Umeritvena krivulja 
 
Za pripravo umeritvene krivulje smo kot standard uporabili troloks, ki je vodotopni analog 
vitamina E. Pripravili smo  založno raztopino 1 mM troloksa v vodi. Pufru z ABTS·+ 
radikali smo dodajali različne volumne 1 mM troloksa (5-50 µL). Vsi vzorci so bili 
pripravljeni v dveh paralelkah. K raztopini 10 mM HEPES pufra smo dodali ustrezno 
količino standardne raztopine troloksa in 50 L raztopine ABTS radikala. Končni volumen 
reakcijske mešanice je bil 1 mL (preglednica 1). Troloks smo v reakcijske mešanice 
dodajali v enakomernih časovnih razmikih, absorbanco pa izmerili pri 734 nm po 30 
minutah. Spektrofotometer smo umerili z raztopino 10 mM HEPES pufra na vrednost 0. 
Kontrolni vzorec smo pipravili tako, da smo k 950 L 10 mM HEPES pufra dodali 50 L 
ABTS
+˙ raztopine. Kontrolne vzorce smo pripravili v treh paralelkah in jim izmerili 
absorbanco pri 734 nm pred merjenejm absorbance vzorcem s troloksom.  
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Preglednica 1: Reagenti in njihove količine za pripravo umeritvene krivulje pri metodi ABTS 
Reagent V (µL) 
ABTS
•+
 50 
Pufer HEPES (10 mM, pH 7) 900-945 
Troloks (1 mM) 5-50 
 
 
 
Za pripravo umeritvene krivulje, smo vsako izmerjeno absorbanco odšteli povprečni 
vrednosti absorbanc  kontrolnih vzorcev. Tako smo dobili povezavo med koncentracijo 
troloksa c, in pripadajočo A. S pomočjo linearne regresije smo določili koeficient 
regresijske premice (k), ter determinacijski koeficient (r
2) Enačba premice umeritvene 
krivulje je bila A = 0,018 × c, r2 = 0,9943, pri čemer je bila koncentracija troloksa (c) 5-
50 mM. 
 
3.7.3 Analiza ekstraktov 
 
V 2 mL centrifugirke smo najprej odpipetirali določeno količino pufra HEPES, nato pa 
smo dodali 50 µL raztopine z radikali ABTS•+. Količino pufra smo prilagajali količini 
ekstrakta, tako da je bil skupni volumen v epici 1 mL. Količine so prikazane v preglednici 
2. Ko smo zmešali pufer in ABTS•+ v vseh epicah, smo v enakomernih razmakih dodajali 
po 10 µL ekstrakta, razredčenega z 2 % ocetno kislino z redčitvenim faktorjem R= 100. V 
primeru, da smo dobili absorbanco izven območja umeritvene krivulje, smo pripravili 
primerno redčitev z 2 % raztopino ocetne kisline.  
 
 
Ko smo z ekstrakti napolnili vse epice, smo jih premešali na vorteksu. Po pol ure smo 
merili absorbanco v istem zaporedju, kot smo dodajali ekstrakte, ter v enakih časovnih 
razmakih. Absorbanco smo  merili pri valovni dolžini 734 nm, za vsak ekstrakt v dveh 
ponovitvah.  
 
 
Preglednica 2: Reagenti in njihove količine, uporabljene za določitev AOU z metodo ABTS 
Reagent V (µL) 
ABTS
•+
 50 
Pufer  HEPES (10 mM, pH 7) 940 
Vzorec 10 
 
 
Antioksidativno učinkovitost (AOU) v vzorcih smo izračunali tako, da smo odšteli 
izmerjeno A od povprečne A kontrolnih vzorcev. S pomočjo enačbe A = k × c smo 
izračunali antioksidativno kapaciteto v kiveti, z upoštevanjem redčitvenih koeficientov pa 
koncentracijo v osnovnem vzorcu. Iz volumna topila uporabljenega za ekstrakcijo (8 mL), 
ter upoštevanjem zateht suhe snovi za ekstrakcijo, smo izračunali molarno koncentracijo, 
izraženo kot ekvivalent troloksa, na gram suhe snovi (TEAC/ g s.s.). 
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3.8 DOLOČANJE PROOKSIDATIVNE AKTIVNOSTI  
 
3.8.1 Priprava raztopin 
 
Prooksidativno aktivnost smo določali po metodi Tian in Hua, 2005. Pripravili smo 
založne raztopine FeCl3, K3Fe(CN)6 in triklorocetne kisline. 0,1 % raztopino FeCl3 smo 
pripravili v 50 mL bučko, tako da smo zatehtali 83,23 mg FeCl3 kristalov, jih raztopili in 
dopolnili do oznake z mQ H2O. 1 % K3Fe(CN)6 smo pripravili v 250 mL bučko, in sicer 
smo raztopili 2,88 g kristalov v mQ H2O, 10 % triklorocetno kislino pa smo pripravili v 
100 mL bučki z raztapljanjem 10 g kristalov v mQ H2O. Bučke smo po raztapljanju 
kristalov dopolnili do oznake z mQ H2O (Ling in sod., 2008). 
 
3.8.2 Priprava umeritvene krivulje 
 
Kot standard za določanje prooksidativne učinkovitosti, smo uporabili askorbinsko kislino. 
Založno raztopino smo pripravili s koncentracijo 1 mg/mL, umeritveno krivuljo pa smo 
pripravili v območju od 0,05 do 0,5 mg/mL. Z mQ H2O smo mešali izračunane volumne 
standarda, tako da je bil volumen v epici spet 250 µL, kar je prikazano v preglednici 3. K 
250 L mešanice mQ vode in standarda, smo dodali 250 µL 1 % K3Fe(CN)6 in 20 minut 
inkubirali v vodni kopeli pri 50 °C. Po inkubaciji smo dodali po 250 µL 10 % triklorocetne 
kisline ter centrifugirali 10 min pri 3000 × g. Po končanem centrifugiranju,  smo 
odpipetirali 500 µL supernatanta v nove centrifugirke, dodali 500 µL mQ H2O, ter 100 µL 
0,1% FeCl3. Intenziteta barve pripravljenih raztopin je odvisna od koncentracije standarda. 
Absorbanco smo merili pri 700 nm, vsako koncentracijo standarda pa smo pripravili v 
dveh ponovitvah. Kemijska reakcija je prikazana na enačbi št. 1. 
 
Preglednica 3: Reagenti in njihove količine za pripravo umeritvene krivulje pri merjenju prooksidativne 
aktivnosti 
Reagent V (µL) 
Askorbinska kislina (1 mg/mL) 12,5-125 
mQ H2O 125-237,5 
K3Fe(CN)6 (1 %) 250 
Triklorocetna kislina (10 %) 250 
mQ H2O 500 
FeCl3 (0,1 %) 100 
 
 
2Fe
3+
  +  C6H8O6    2Fe
2+
  + C6H6O6  +  2H
+
                                      …(1)  
 
 
Umeritveno krivuljo smo dobili z grafičnim prikazom odvisnosti merjene absorbance (A) 
od koncentracije askorbinske kisline (c) v reakcijski mešanici. S pomočjo linearne regresije 
smo določili koeficient regresijske premice (k), ter determinacijski koeficient (r2). Enačba 
premice umeritvene krivulje je bila A = 10,341 × c, r2 = 0,9926. 
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3.8.3 Analiza ekstraktov 
 
20 µL primerno redčenega ekstrakta smo v centrifugirki zmešali z 230 µL mQ H2O, 250 
µL 1 % raztopine K3Fe(CN)6 in pri 50 °C inkubirali v kopeli 20 min. Po inkubaciji smo 
dodali 250 µL 10 % triklorocetne kisline in centrifugirali 10 min pri 3000 × g. 500 µL 
supernatanta smo odpipetirali v nove  centrifugirke in dodali 500 µL mQ H2O ter 100 µL 
0,1 % raztopine FeCl3. Reagenti in količine so prikazane v preglednici 4. Absorbanco smo 
merili pri 700 nm. Vsak vzorec smo analizirali v dveh ponovitvah, kot negativno kontrolo 
smo uporabili destilirano vodo, kot pozitivno kontrolo pa raztopino askorbinske kisline. Po 
večini smo vzorce redčili 100-krat, nekatere pa tudi 10-krat. Za redčitve smo uporabili mQ 
H2O. 
 
 
Preglednica 4: Reagenti in njihove količine, uporabljene za določitev prooksidativne aktivnosti 
Reagent V (µL) 
Vzorec 20 
mQ H2O 230 
K3Fe(CN)6 (1 %) 250 
Triklorocetna kislina (10 %) 250 
mQ H2O 500 
FeCl3 (0,1 %) 100 
 
Prooksidativno aktivnost v vzorcih smo izračunali tako, da smo s pomočjo enačbe 
umeritvene krivulje izračunali prooksidativno aktivnost v kiveti, z upoštevanjem 
redčitvenih koeficientov pa koncentracijo v osnovnem vzorcu. Iz volumna topila 
uporabljenega za ekstrakcijo (8 mL), ter upoštevanjem zateht suhe snovi za ekstrakcijo 
smo izračunali masni delež, izražen kot ekvivalent askorbinske kisline, na gram suhe snovi 
(mg/ g s.s.). 
 
3.9 IDENTIFIKACIJA IN KVANTIFIKACIJA POLIFENOLNIH SPOJIN Z METODO 
HPLC 
 
Identifikacijo in kvantifikacijo polifenolnih spojin smo v ekstraktih dresnikov določili s 
HPLC/DAD sistemom Agilent 1260 Infinity, ki ga sestavljajo binarna črpalka G1312B 
(Agilent 1260), vakuumski razplinjevalnik G1322A (Agilent 1260), termostatiran 
avtomatski vzorčevalnik G1367E (Agilent 1260 HiPALS), termostat za kolono G1316A 
(Agilent 1260 TCC) in detektor s serijo diod G4212B (Agilent 1260 DAD). 
 
Za določanje več komponent hkrati smo uporabili metodo HPLC z reverzno fazo. Za 
analizo smo uporabili kolono ZORBAX Eclipse Plus C18, z notanjim  premerom 4,6 mm, 
dolžino 150 mm, velikostjo delcev 3,5 µm, vezano s predkolono ZORBAX Eclipse XDB- 
C18 (4,6 mm × 12 mm, velikost delcev 5 µm). 
 
Za ločevanje spojin v ekstraktih smo uporabili kromatografsko metodo z gradientnim 
načinom spreminjanja mobilne faze (slika 10). Tovrstni način se uporablja pri vzorcih, pri  
katerih ločujemo frakcije različnih polarnosti. Mobilna faza je bila sestavljena iz topila A 
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(1 % HCOOH) in topila B (100 % MeOH). Kromatografsko metodo smo začeli tako, da je 
začetna mobilna faza vsebovala 10 % topila B. Gradientni način elucije je prikazan v 
preglednici 5. 
 
 
Preglednica 5: Gradientni potek elucije 
t (min) % A % B 
0 90 10 
2 90 10 
17 70 30 
40 50 50 
50 40 60 
60 20 80 
61 0 100 
65 0 100 
66 90 10 
70 90 10 
 
 
 
Slika 10: Shematski prikaz HPLC  sistema z binarno črpalko (povzeto po Waters, 2018) 
 
Vzorci so bili termostatirani na temperaturi 18 °C, temperatura kolone je bila 30 °C, pretok  
mobilne faze skozi kolono smo nastavili na 0,5 mL/min,  volumen injiciranja vzorcev  je 
bil 10 µL. Vzorci so bili injicirani trikrat. Resveratrol, polidatin, epikatehin in katehin smo 
kvalitativno določili s primerjavo retencijskih časov ustreznih standardov in primerjave 
spektra kromatografskih vrhov pri 280 in 306 nm. 
 
Za analizo kromatogramov smo uporabili program HPLC 2D ChemStation (G2175BA 
revison B.04.03 Agilent Technologies). 
 
22 
Korenčan M. Identifikacija … polifenolnih spojin v ekstraktih tujerodnih dresnikov F. japonica, F.sachalinensis in F. x bohemica.  
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za živilstvo, 2018 
 
3.9.1 Identifikacija spojin z metodo HPLC 
 
Prisotnost/odsotnost posameznih fenolnih spojin v ekstraktih smo preverjali s prekrivanjem 
vrhov  standardnih raztopin. Le-te smo glede na podatke o njihovi topnosti v literaturi 
raztopili v metanolu ali etanolu, nato pa smo jih z mobilno fazo primerno redčili. V 
ekstraktih smo preverili prisotnost naslednjih polifenolov, za katere smo v literaturi našli 
podatke, da se nahajajo v dresnikih: 
 
 
 resveratrol 
 polidatin 
 katehin 
 epikatehin 
 emodin 
 kvercetin 
 rein 
 kavna kislina 
 klorogenska kislina 
 
Standardne raztopine polidatina, katehina in epikatehina smo pripravili s koncentracijo 1 
mg/mL tako, da smo zatehtali 10 mg standarda in ga raztopili v 10 mL 96 % EtOH in 
redčili z mobilno fazo. Standardno raztopino resveratrola pa smo pripravili s koncentracijo 
0,1 mg/mL tako, da smo zatehtali 0,1 mg standarda in ga raztopili v 1 mL 96 % EtOH, ter 
redčili z mobilno fazo. 
 
Spojine smo identificirali s prekrivanjem vrhov vzorca in standarda. Ker imata lahko dve 
spojini enako polarnost in tako enak retencijski čas, smo preverili še ujemanje spektrov 
posameznih standardov in njihovih pripadajočih vrhov v ekstraktih. V preglednici 6 so 
prikazane analizirane standardne spojine s pripadajočimi retencijskimi časi in valovna 
dolžina, pri kateri smo posamezno spojino detektirali. V vzorcih smo identificirali katehin, 
epikatehin, polidatin in resveratrol, ostalih zgoraj omenjenih spojin pa v vzorcih nismo 
zaznali. 
 
 
3.9.2 Kvantifikacija spojin z metodo HPLC 
 
Spojine smo kvantificirali s pomočjo enačb premic umeritvenih krivulj. Za vsak standard 
smo pripravili umeritveno krivuljo v določenem smiselnem koncentracijskem območju, ter 
s pomočjo enačb izračunali koncentracijo spojin v ekstraktu. 
 
3.9.2.1 Priprava umeritvene krivulje za resveratrol 
 
Umeritveno krivuljo za resveratrol smo pripravili iz osnovne raztopine s koncentracijo 
0,1 mg/mL v 96 % EtOH. Redčitve smo pripravili z mobilno fazo (MeOH + 1 % HCOOH) 
v območju 0,5-10 µg/mL, tako da je bil skupni volumen v viali vsakokrat 1 mL. Za vsako 
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koncentracijo smo trikrat injicirali standard in za pripravo umeritvene krivulje izračunali 
povprečno vrednost površin kromatografskih vrhov vseh treh meritev. 
 
3.9.2.2 Priprava umeritvene krivulje za polidatin 
 
Umeritveno krivuljo za polidatin smo pripravili iz osnovne raztopine s koncentracijo 
1 mg/mL v 96 % EtOH. Redčitve smo pripravili z mobilno fazo (MeOH + 1 % HCOOH) v 
območju 5-500 µg/mL, tako da je bil skupni volumen v vialu vsakokrat 1 mL. Za vsako 
koncentracijo smo trikrat  injecirali standard in za pripravo umeritvene krivulje izračunali 
povprečno vrednost površin kromatografskih vrhov vseh treh meritev. 
 
3.9.2.3 Priprava umeritvene krivulje za katehin 
 
Umeritvenno krivuljo za katehin smo pripravili iz osnovne raztopine s koncentracijo 
1 mg/mL v 96 % EtOH. Redčitve smo pripravili z mobilno fazo (MeOH + 1 % HCOOH) v 
območju 5-50 µg/mL, tako da je bil skupen volumen v viali vsakokrat 1 mL. Za vsako 
koncentracijo smo trikrat injecirali standard in za pripravo umeritvene krivulje izračunali 
povprečno vrednost površin kromatografskih vrhov vseh treh meritev. 
 
3.9.2.4 Priprava umeritvene krivulje za epikatehin 
 
Umeritveno  krivuljo za epikatehin smo pripravili iz osnovne raztopine s koncentracijo 
1 mg/mL v 96 % EtOH. Redčitve smo pripravili z mobilno fazo (MeOH + 1 % HCOOH) v 
območju 25-200 µg/mL, tako da je bil skupen volumen v viali vsakokrat 1 mL. Za vsako 
koncentracijo smo trikrat injecirali standard in za pripravo umeritvene krivulje izračunali 
povprečno vrednost površin kromatografskih vrhov vseh treh meritev. 
 
Količinsko smo spojine ovrednotili s pomočjo priprave umeritvenih krivulj standardnih 
raztopin resveratrola, polidatina, epikatehina in katehina. V preglednici 6 smo zbrali 
enačbe umeritvenih krivulj, meje zaznave (angl. limit of detection, LOD) in meje 
določanja (angl. limit of quantification, LOQ) posameznih spojin, izračunane po ICH 
smernicah. Upoštevali smo redčitve in volumen ekstrakcijskega topila (8 mL)  in rezultate 
podali na mg/g ali µg/g suhe snovi. 
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Preglednica 6: Enačbe umeritvenih krivulj, LOD, LOQ in retencijski časi spojin 
Spojina Enačba 
premice 
R
2 
LOD* 
(µg/mL) 
LOQ* 
(µg/mL) 
Retencijski 
čas (min) 
Valovna 
dolžina 
(nm) 
Resveratrol y= 138,8×x 0,9923 1,1 3,3 38,0 ± 0,2 306  
Polidatin y= 85,405×x 0,9994 18,5 56,0 28,8 ± 0,2 306  
Katehin y= 8,796×x 0,9983 3,5 10,5 17,7 ± 0,2 280  
Epikatehin  y= 7,8716×x 0,9988 19,4 58,9 23,0 ± 0,3 280 
*izračunano po ICH smernicah 
 
 
 
3.9.3 Določanje stabilnosti polifenolov v ekstraktih 
 
Stabilnost spojin v ekstraktih smo določali s pomočjo izpostavljanja ekstraktov določeni 
temperaturi v času 48 ur. Stabilnost spojin smo določali le v ekstraktih olupkov korenin. 
Ekstrakte smo termostatirali pri 4 °C, 25 °C, 40 °C in 60 °C ter s pomočjo HPLC analize, 
opisane v točki 3.9, merili vsebnost posameznih polifenolnih spojin (polidatin in 
resveratrol) v času 0 h, po 2 h, 5 h, 20 h, 30 h in 48 h. Vzorci so bil termostatirani v 
centrifugirkah, ovitih v aluminijasto folijo. 
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4 REZULTATI 
4.1 VSEBNOST VODE V TKIVIH 
 
Delež vode v tkivih je prikazan kot povprečje obeh vzorčenj (spomladanskega in 
jesenskega) in je prikazan na  sliki 11. Natančnejši pregled vseh meritev o vsebnosti vode 
je v prilogi A. 
 
 
 
 
Ugotovili smo, da je največji delež vode v cvetovih, in sicer v cvetovih češkega in 
japonskega dresnika kar nekaj več kot 82 %. Najmanjši delež vode pa smo izmerili v 
koreninah, najmanj v korenini japonskega dresnika, in sicer zgolj 54 %. Listi v povprečju 
vsebujejo 71-74 % vode, stebla pa 74-81 % vode. 
 
4.2 UČINKOVITOST EKSTRAKCIJE 
 
Pri spomladanskih vzorcih smo ekstrakte pripravili z ekstrakcijo s stresanjem v vodni 
kopeli in ekstrakcijo v ultrazvočni kopeli (slika 12). 
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Slika 12: Vsebnost resveratrola v spomladanskih ekstraktih, pripravljenih z ekstrakcijo v vodni kopeli in z 
ultrazvočno ekstrakcijo. (J, japonski dresnik; Č, češki dresnik; S, sahalinski dresnik; OK, olupek korenine; K, 
korenina; L, listi; S, stebla) 
 
V olupkih korenin japonskega dresnika smo z ultrazvočno ekstrakcijo določili kar 100 µg/g 
več resveratrola kot z ekstrakcijo v vodni kopeli, v listih češkega dresnika pa približno 50 
µg/g več. V ostalih tkivih so bile vrednosti podobne, praviloma nekoliko višje tiste, 
določene z ultrazvočno ekstrakcijo. 
 
Ker se je ultrazvočna ekstrakcija izkazala za nekoliko bolj učinkovito, poleg tega pa nam je 
prihranila tudi veliko časa, smo se pri analizi jesenskih vzorcev odločili za uporabo 
ektrakcije z ultrazvočno kopeljo.  
 
4.3 REZULTATI DOLOČANJA ANTIOKSIDATIVNE UČINKOVITOSTI 
 
Skupno antioksidativno učinkovitost (AOU) smo določali z metodo ABTS. Za določitev 
AOU smo pripravili umeritveno krivuljo, kjer smo kot standard uporabili vodotopni analog 
vitamina E, troloks. Umeritvena krivulja je v prilogi C. 
 
 
Slika 13 prikazuje povprečne vrednosti AOU v posameznih tkivih spomladanskega in 
jesenskega vzorčenja, podane kot TEAC (AOU, ki je enaka antioksidativni učinkovitosti 
troloksa z določeno koncentracijo) na gram suhe snovi (mmol/g). Cvetove smo vzorčili le 
v jesenskem obdobju. 
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Slika 13: Antioksidativna učinkovitost, izražena kot ekvivalent troloksa (TEAC) na gram suhe snovi v 
posameznih tkivih dresnikov 
 
Iz slike 13 lahko razberemo, da imajo najvišjo AOU olupki korenin japonskega in 
sahalinskega dresnika, okrog 3 mmol/g, olupki korenin češkega dresnika pa okrog 
2,5 mmol/g. 
 
Sledijo cvetovi z 2,4 mmol/g v japonskem in 1,4 mmol/g v sahalinskem dresniku, medtem 
ko je AOU cvetov čeških dresnikov z 2,8 mmol/g celo presegla vrednost v olupkih korenin 
istega dresnika. 
 
V listih smo določili od 0,7 mmol/g (japonski in sahalinski dresnik) do 1,4 mmol/g (češki 
dresnik) TEAC, v steblih pa pričakovano najmanj, in sicer manj kot 0,5 mmol/g TEAC v 
steblih vseh treh taksonov. 
 
Slika 14 prikazuje razlike v skupni AOU z metodo ABTS med spomladanskim in 
jesenskim vzorčenjem. 
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Slika 14: Antioksidativna učinkovitost, izražena kot ekvivalent troloksa (TEAC) na gram suhe snovi, 
različnih tkiv dresnikov v spomladanskih in jesenskih vzorcih (J, japonski dresnik; Č, češki dresnik; S, 
sahalinski dresnik; OK, olupek korenine; K, korenina; L, listi; S, steblo) 
 
V vseh tkivih, razen v olupku korenine sahalinskega dresnika, smo večjo AOU z metodo 
ABTS določili v vzorcih, ki so bili nabrani jeseni v primerjavi s spomladanskimi vzorci. 
 
 Najvišjo AOU smo določili v spomladanskem vzorcu olupkov korenin sahalinskega 
dresnika, kar 4 mmol/g, v primerjavi z jesenskim vzorcem, kjer je AOU znašala zgolj 1,7 
mmol/g. Razlike niso bile tako velike v primeru olupkov korenin japonskega in češkega 
dresnika, kjer smo v jesenskih vzorcih določili višjo AOU kot v spomladanskih, in sicer 
spomladi v obeh vzorcih okrog 2,5 mmol/g TEAC, jeseni pa v japonskem 3,4 mmol/g 
TEAC, v češkem pa 2,8 mmol/g TEAC. 
 
Vzorci korenin so se precej razlikovali med taksoni. V japonskem dresniku smo pri obeh 
vzorčenjih določili okrog 1,3 mmol/g TEAC, v češkem spomladi 0,5 mmol/g, jeseni pa kar 
2,2 mmol/g TEAC, v sahalinskem pa spomladi 0,6 mmol/g, jeseni pa 0,9 mmol/g TEAC. 
 
V listih japonskega in sahalinskega dresnika smo ob obeh vzorčenjih določili od 0,6 
mmol/g do 0,9 mmol/g TEAC, v listih češkega dresnika pa 1,3 mmol/g spomladi in 1,5 
mmol/g TEAC jeseni. 
 
V steblih smo pri vseh vzorcih določili okrog 0,2 mmol/g TEAC, vrednosti so bile 
nekoliko višje le pri sahalinskem dresniku, od 0,3 mmol/g do 0,6 mmol/g TEAC. 
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4.4 REZULTATI DOLOČANJA PROOKSIDATIVNE AKTIVNOSTI 
 
Z merjenjem prooksidativne aktivnosti smo želeli prikazati, da v določenih pogojih lahko 
polifenoli tudi pospešijo oksidacijo, kar je prikazano na slikah 15 in 16. Rezultati so 
prikazani kot povprečje spomladanskega in jesenskega vzorčenja. 
 
 
Slika 15: Prooksidativna aktivnost ekstraktov, izražena kot ekvivalent askorbinske kisline na gram suhe snovi 
(mg/g) in podana kot povprečje spomladanskega in jesenskega vzorčenja 
 
Po pričakovanjih smo v povprečju spomladanskega in jesenskega vzorčenja največjo 
sposobnost redukcije železovega Fe3+ iona določili v olupkih korenin japonskega dresnika, 
1,8 mg/g, vendar je bila ta zelo visoka tudi pri olupkih korenin ostalih dveh taksonov, 
nekaj več kot 1,5 mg/g. 
 
Tudi v cvetovih smo določili visoko prooksidativno aktivnost, okrog 1,6 mg/g v češkem in 
japonskem dresniku in 1,1 mg/g v sahalinskem. 
 
Med ekstrakti korenin je izstopal japonski dresnik s prooksidativno aktivnostjo 0,9 mg/g, 
pri ostalih dveh taksonih pa smo določili zgolj 0,2 mg/g v češkem in 0,3 mg/g ekvivalenta 
askorbinske kisline v sahalinskem dresniku. 
 
V listih japonskega dresnika smo določili 0,7 mg/g, v listih češkega dresnika 0,8 mg/g, v 
listih sahalinskega dresnika pa zgolj 0,4 mg/g ekvivalenta askorbinske kisline. 
 
Po pričakovanjih smo v steblih določili znatno manjšo sposobnost redukcije Fe3+ kot v 
ostalih tkivih, in sicer pod 0,2 mg/g v vseh treh taksonih dresnikov. 
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Slika 16: Prooksidativna aktivnost različnih tkiv dresnikov, izražena kot ekvivalent askorbinske kilsine na 
gram suhe snovi (mg/g),  v spomladanskih in jesenskih vzorcih (J, japonski dresnik; Č, češki dresnik; S, 
sahalinski dresnik; OK, olupek korenine; K, korenina; L, listi; S, steblo) 
 
Prooksidativna aktivnost nekaterih vzorcev se je od maja do septembra povečala, pri 
nekaterih pa je prišlo do njenega zmanjšanja. 
 
Največje zmanjšanje smo določili pri olupku korenine sahalinskega dresnika, kjer smo v 
spomladanskem ekstraktu določili več kot enkrat višjo zmožnost redukcije Fe3+, in sicer 
2,1 mg/g, medtem ko v jesenskem zgolj 1,0 mg/g. V primerjavi s tem vzorcem so si bile 
razlike med spomladanskim in jesenskim nabiranjem bistveno manjše.  
 
Nekoliko večje zmanjšanje prooksidativne aktivnosti smo opazili pri olupkih korenin 
japonskega dresnika saj smo v spomladanskih ekstraktih določili 2,0 mg/g, v jesenskih pa 
1,7 mg/g ekvivalenta askorbinske kisline. 
 
Do povišanja prooksidativne aktivnosti je prišlo pri vzorcih korenin in listov češkega in 
sahalinskega dresnika, in sicer še najbolj pri vzorcih listov češkega dresnika, spomladi 0,4 
mg/g, jeseni pa 1,2 mg/g ekvivalenta askorbinske kisline. Pri ostalih vzorcih so bile razlike 
zanemarljive. 
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4.5 IDENTIFIKACIJA IN KVANTIFIKACIJA POLIFENOLNIH SPOJIN 
 
4.5.1 Identifikacija polifenolnih spojin z metodo HPLC 
 
Od preiskovanih spojin smo v dresnikih uspeli potrditi prisotnost katehina, epikatehina, 
polidatina in resveratrola, nismo pa uspeli potrditi prisotnosti emodina, kvercetina, reina, 
kavne kisline in klorogenske kisline. 
 
S pomočjo standardov smo uspeli identificirati štiri vrhove, tako da smo vzorec grafično 
prekrili s standardom. Preverili smo še ujemanje spektrov in tako potrdili prisotnost 
posamezne spojine v ekstraktu. 
 
 
V olupkih korenin smo zaznali največ spojin, prav tako pa so bili vrhovi tu najvišji, kar 
pomeni da je bila koncentracija spojin največja v olupkih korenin (slika 17), najnižji vrhovi 
pa so bili pri ekstraktih stebel. 
 
 
Slika 17: Kromatogram ekstrakta olupka korenine japonskega dresnika pri valovni dolžini 280 nm 
 
Kromatogrami  ostalih taksonov in standardov so v prilogi E. 
 
4.5.2 Kvantifikacija polifenolnih spojin z metodo HPLC 
 
Spojine, ki smo jih potrdili v dresnikih, smo še kvantitativno ovrednotili s pomočjo 
umeritvenih krivulj. Glede na površine vrhov smo za vsak standard izbrali območje 
umeritvene krivulje in pripravili umeritvene krivulje za vse potrjene standarde. 
 
 
4.5.2.1 Vsebnost katehina v ekstraktih dresnikov 
 
Vsebnost katehina smo določali pri 280 nm, saj ima katehin svoj absorpcijski maksimum 
pri tej valovni dolžini. Vsebnost katehina v vseh vzorcih je kot povprečje obeh vzorčenj 
prikazana na sliki 18, razlike med spomladanskim in jesenskim vzorčenjem pa na sliki 19. 
 
32 
Korenčan M. Identifikacija … polifenolnih spojin v ekstraktih tujerodnih dresnikov F. japonica, F.sachalinensis in F. x bohemica.  
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za živilstvo, 2018 
 
 
Slika 18: Vsebnost katehina v ekstraktih, podana kot povprečje spomladanskih in jesenskih vzorcev 
 
V povprečju smo največ katehina določili v olupku korenine sahalinskega dresnika, in 
sicer kar 13 mg/g. V ostalih dveh olupkih smo ga določili bistveno manj, v japonskem 
dresniku 2,3 mg/g, v češkem pa 3,3 mg/g. 
 
Tudi pri koreninah so bile med taksoni precejšnje razlike, zopet smo največ katehina 
določili v korenini sahalinskega dresnika, 4 mg/g, v japonskem 1,3 mg/g, v češkem pa 0,8 
mg/g. 
 
Tudi v listih smo določili precej katehina, največ v češkem dresniku, 5,5 mg/g, sledi 
japonski z 4,6 mg/g, v sahalinskem pa zgolj 1 mg/g. 
 
V steblih smo določili najnižje vsebnosti katehina, v japonskem dresniku 0,7 mg/g, češkem 
0,3 mg/g in sahalinskem 1,4 mg/g. 
 
V cvetovih smo kar nekaj katehina določili pri japonskem dresniku, 5,0 mg/g in 
sahalinskem dresniku, 4,4 mg/g, v češkem dresniku pa zgolj 1,2 mg/g. 
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Slika 19: Vsebnost katehina, v vzorcih in razlike med spomladanskim in jesenskim vzorčenjem. (J, japonski 
dresnik; Č, češki dresnik; S, sahalinski dresnik; OK, olupek korenine; K, korenina; L, listi; S, steblo) 
 
Iz slike 19 lahko razberemo, da se vsebnosti katehina od pomladi do jeseni večinoma niso 
spremenile, razen v treh primerih, in sicer v listih japonskega dresnika in v olupku 
korenine sahalinskega dresnika , kjer se je vsebnost katehina jeseni zmanjšala, in v vzorcu 
korenin sahalinskega dresnika, kjer se je vsebnost katehina povečala. 
 
Najbolj izstopa vzorec olupka korenine sahalinskega dresnika, kjer smo v spomladanskem 
vzorcu določili 19 mg/g katehina, v jesenskem pa le 7,5 mg. 
 
Opazna je tudi razlika pri listih japosnkega dresnika, saj smo spomladi določili 6,5 mg/g 
katehina, jeseni pa le 2,8 mg/g. 
 
Vsebnost katehina pa se je povečala v vzorcu korenin sahalinskega dresnika, iz 2,9 mg/g 
na 5,1 mg/g. 
 
4.5.2.2 Vsebnost epikatehina v ekstraktih dresnikov 
 
Tudi vsebnost epikatehina smo merili pri valovni dolžini 280 nm, Vsebnost epikatehina je 
kot povprečje obeh vzorčenj prikazana na sliki 20, razlike med spomladanskim in 
jesenskim vzorčenjem pa na sliki 21. 
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Slika 20: Vsebnost epikatehina v vzorcih, podana kot povprečje spomladanskega in jesenskega vzorčenja 
 
Epikatehina smo največ določili v olupkih korenin japonskega in češkega dresnika ter v 
cvetovih češkega dresnika, ki še posebej izstopa, saj smo v njem določili 27,1 mg/g 
epikatehina, medtem ko ga je v cvetu japonskega dresnika zgolj 4,7 mg/g, v cvetu 
sahalinskega pa 5,8 mg/g. 
 
V olupkih korenine japonskega dresnika smo epikatehina določili 15,8 mg/g, v olupkih 
korenine češkega dresnika 10,5 mg/g, v olupku korenine sahalinskega pa zgolj 1,8 mg/g. 
 
V koreninah, listih in steblih smo določili zelo malo epikatehina v vseh treh taksonih. V 
korenini japonskega dresnika je bilo 4,1 mg/g, češkega in sahalinskega pa 1,3 mg/g 
epikatehina. 
 
Tudi rezultati vsebnosti epikatehina v listih so si bili zelo podobni, in sicer v japonskem 
dresniku 2,9 mg/g, v češkem in sahalinskem pa 3,5 mg/g. 
 
V steblih so bile vrednosti epikatehina najnižje, in sicer v japonskem dresniku 1,2 mg/g, 
češkem 0,4 mg/g in sahalinskem 1,4 mg/g. 
 
 
0 
5 
10 
15 
20 
25 
30 
olupek 
korenine 
korenina list steblo cvet 
c 
e
p
ik
at
e
h
in
a 
(m
g/
g)
 
tkivo 
japonski dresnik 
češki dresnik 
sahalinski dresnik 
35 
Korenčan M. Identifikacija … polifenolnih spojin v ekstraktih tujerodnih dresnikov F. japonica, F.sachalinensis in F. x bohemica.  
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za živilstvo, 2018 
 
 
Slika 21: Vsebnost epikatehina v ekstraktih in razlike med spomladanskim in jesenskim vzorčenjem. (J, 
japonski dresnik; Č, češki dresnik; S, sahalinski dresnik; OK, olupek korenine; K, korenina; L, listi; S, 
steblo) 
 
Iz slike 21 lahko razberemo, da so se vsebnosti epikatehina v nekaterih ekstraktih od 
pomladi do jeseni povečale, v nekaterih vzorcih pa zmanjšale. 
 
Posebej veliko razliko smo zaznali pri listu sahalinskega dresnika, in sicer se je vsebnost 
epikatehina iz 1 mg/g v spomladanskih ekstraktih povečala kar na 6 mg/g v jesenskih. 
 
Vsebnost epikatehina se je opazno povečala tudi pri olupkih korenin japonskega in češkega 
dresnika, pri japonskem smo spomladi določili 13,9 mg/g, jeseni pa 17,6 mg/g epikatehina, 
pri češkem pa spomladi 8,1 mg/g, jeseni pa 12,9 mg/g epikatehina. 
 
Obratno pa se je vsebnost epikatehina v jesenskih vzorcih v primerjavi s spomladanskimi 
zmanjšala pri koreninah, listih in steblih japonskega dresnika. 
 
V koreninah japonskega dresnika smo spomladi določili 5,3 mg/g, jeseni pa 2,9 mg/g 
epikatehina, v listih spomladi 4,6 mg/g, jeseni pa zgolj 1,4 mg/g epikatehina, v  steblih pa 
spomladi 1,8 mg/g, jeseni pa samo 0,7 mg/g epikatehina. 
 
4.5.2.3 Rezultati vsebnosti polidatina HPLC analize 
 
Vsebnost polidatina v vzorcih smo določali v bližini absorpcijskega maksimuma spojine, 
to je pri valovni dolžini 306 nm. Vsebnost polidatina kot povprečje obeh vzorčenj je 
prikazan na sliki 22, razlike med spomladanskim in jesenskim vzorčenjem pa na sliki 23. 
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Slika 22: Vsebnost polidatina v dresnikih, podana kot povprečje spomladanskega in jesenskega vzorčenja 
 
Polidatina smo največ določili v olupku korenine in korenini japonskega dresnika, v 
primerjavi z ostalimi vzorci tudi do tisočkrat več. 
 
Najbogatejši s polidatinom je olupek korenine japonskega dresnika, kar 23,5 mg/g, 
medtem ko ga je v češkem 5,2 mg/g, v sahalinskem pa zgolj 0,1 mg/g. 
 
V korenini japonskega dresnika smo določili 18,1 mg/g polidatina, v češkem 1,2 mg/g, v 
sahalinskem pa zgolj 0,03 mg/g. 
 
V listih, steblih in cvetovih smo določili zanemarljivo vsebnost polidatina. V listih 
japonskega dresnika smo določili 0,5 mg/g, češkega 1,6 mg/g, sahalinskega pa 0,9 mg/g 
polidatina. 
 
V steblih japonskega dresnika smo določili 0,6 mg/g, medtem ko v ostalih dveh taksoinih 
zgolj po 0,17 mg/g polidatina. 
 
Tudi v cvetovih smo določili majhne koncentracije, in sicer v japonskem dresniku 0,6 
mg/g, češkem 0,9 mg/g in sahalinskem 0,3 mg/g. 
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Slika 23: Vsebnosti polidatina v ekstraktih in razlike med spomladanskim in jesenskim vzorčenjem (J, 
japonski dresnik; Č, češki dresnik; S, sahalinski dresnik; OK, olupek korenine; K, korenina; L, listi; S, 
steblo) 
 
Iz slike 23 razberemo, da med spomladanskimi in jesenskimi vzorci v vsebnosti polidatina  
ni velikih razlik, izstopata le olupka korenin japonskega in češkega dresnika. 
 
Pri japonskem smo višjo koncentracijo polidatina določili v spomladanskem vzorcu, 27,1 
mg/g, v jesenskem pa 19,8 mg/g. 
 
Pri olupku korenine češkega dresnika pa smo določili ravno obratno, višjo vsebnost v 
jesenskem vzorcu, 6,5 mg/g, v spomladanskem pa le 3,8 mg/g.  
 
 
4.5.2.4 Rezultati vsebnosti resveratrola HPLC analize 
 
Tudi vsebnost resveratrola smo v vzorcih odčitavali pri valovni dolžini 306 nm,. Vsebnost 
resveratrola kot povprečje obeh vzorčenj je prikazana na sliki 24, razlike med vzorčenjema 
pa na sliki 25. 
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Slika 24: Vsebnost resveratrola v dresnikih podana kot povprečje spomladanskega in jesenskega vzorčenja 
 
Po vsebnosti resveratrola najbolj izstopa cvet češkega dresnika, 476 µg/g, v sahalinskem 
dresniku smo ga določili bistveno manj, le 14,6 µg/g, v japonskem dresniku pa je bil celo 
pod mejo zaznave. 
 
Veliko vsebnost resveratrola smo določili tudi v koreninah češkega dresnika, 356 µg/g, 
medtem ko smo ga v japonskem določili 62,9 µg/g, v češkem pa zgolj 1,7 µg/g. 
 
V olupkih korenine smo pričakovano dobili najvišje vrednosti pri japonskem dresniku, 250 
µg/g, pri češkem 98,5 µg/g, pri sahalinskem pa zgolj 2,1 µg/g. 
 
V listih in steblih vseh treh taksonov smo določili zelo malo resveratrola. V listih 
japonskega dresnika 4,4 µg/g, češkega 28,6 µg/g in sahalinskega 7,5 µg/g. V steblih pa 
smo najvišjo vsebnost določili pri sahalinskem dresniku, 13,1 µg/g, pri japonskem 1,2 µg/g 
in češkem dresniku 0,3 µg/g. 
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Slika 25: Vsebnost resveratrola v ekstraktih in razlike med spomladanskim in jesenskim vzorčenjem (J, 
japonski dresnik; Č, češki dresnik; S, sahalinski dresnik; OK, olupek korenine; K, korenina; L, listi; S, 
steblo) 
 
Iz slike 25 razberemo, da razen v nekaterih primerih pri večini vzorcev sezona ni veliko 
vplivala na vsebnost resveratrola v tkivih. 
 
Najbolj opazno razliko med vzorčenjema smo določili pri vzorcih olupkov korenin in 
korenin češkega dresnika, kjer smo v jesenskem vzorcu določili več kot stokrat večjo 
vsebnost resveratrola kot v spomladanskem, in sicer 705,8 µg/g v jesenskem vzorcu, v 
spomladanskem pa le 6,5 µg/g. 
 
Tudi v olupku korenine češkega dresnika je bila precejšnja razlika, v jesenskem vzorcu 
160,4 µg/g, v spomladanskem pa 36,6 µg/g resveratrola. 
 
Po drugi strani pa je bila pri nekaterih jesenskih vzorcih vsebnost resveratrola pod mejo 
zaznave, kot na primer pri listu, steblu in cvetu japonskega dresnika ter listu in steblu 
češkega dresnika. 
 
4.5.3 Toplotna stabilnost polidatina in resveratrola  
 
Stabilnost resveratrola in polidatina pri različnih temperaturah smo v ekstraktih določali s 
pomočjo HPLC/DAD analize.  Vzorci so bili neredčeni ekstrakti. Termostatirali smo jih v 
plastičnih centrifugirkah zavitih v aluminijasto folijo. 
 
4.5.3.1 Stabilnost resveratrola 
 
Slika 26 prikazuje stabilnost resveratrola v olupkih korenin japonskega dresnika, slika 27 
pa stabilnost resveratrola v olupkih korenin češkega dresnika. Stabilnost smo spremljali 48 
ur pri temperaturah od 4 do 60 °C. 
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Slika 26: Stabilnost resveratrola v ekstraktu olupkov korenin japonskega dresnika v odvisnosti od 
temperature in časa 
 
V japonskem dresniku se vsebnost resveratrola ni bistveno spreminjala. Šele po 48 urah 
izpostavljanja vzorcev različnim temperaturam se je vsebnost resveratrola v njih rahlo 
spremenila, in sicer v vzorcih, ki so bili izpostavljeni temperaturam 4 °C, 25 °C in 40 °C se 
je vsebnost resveratrola navidezno zvišala za približno 5 µg/mL, v vzorcu, ki pa je bil 
izpostavljen temperaturi 60 °C, pa tudi po 48 urah nismo opazili sprememb v vsebnosti 
resveratrola (slika 26). 
 
 
 
Slika 27: Stabilnost resveratrola v ekstraktu olupkov korenin češkega dresnika v odvisnosti od temperature in 
časa 
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Tudi v vzorcu češkega dresnika smo opazili približno 2 µg/mL višjo koncentracijo 
resveratrola po 48 urah, v ekstraktih, ki so  bili izpostavljeni temperaturam 4 °C, 25 °C in 
40 °C, medtem ko je koncentracija resveratrola v vzorcu ostala enaka po 48 urah 
izpostavljanja temperaturi 60 °C. 
 
 
V primeru sahalinskega dresnika pa so bile izmerjene vrednosti resveratrola pod mejo 
kvantifikacije, ki je bila 3,3 µg/mL. 
 
 
4.5.3.2 Stabilnost polidatina 
 
Slika 28 prikazuje stabilnost polidatina v olupkih korenin japonskega dresnika, slika 29 
stabilnost polidatina v olupkih korenin češkega dresnika, ter slika 30 stabilnost polidatina v 
olupkih korenin sahalinskega dresnika, ki smo ga termostatirali do 48 ur pri temperaturah 
od 4 do 60 °C. 
 
 
 
Slika 28: Stabilnost polidatina v ekstraktu olupkov korenin japonskega dresnika v odvisnosti od temperature 
in časa 
 
V japonskem dresniku se vsebnost polidatina s časom ni bistveno spreminjala. Šele po 48 
urah izpostavljanja vzorcev različnim temperaturam, se je vsebnost polidatina v njih rahlo 
spremenila, in sicer v vzorcih, ki so bili izpostavljeni temperaturam 4 °C, 25 °C in 40 °C se 
je vsebnost navidezno zvišala za približno 1000 mg/L, v vzorcu, ki pa je bil izpostavljen 
temperaturi 60 °C, pa tudi po 48 urah nismo opazili sprememb v vsebnosti polidatina. 
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Slika 29: Stabilnost polidatina v ekstraktu olupkov korenin češkega dresnika v odvisnosti od temperature in 
časa 
 
Tudi v vzorcu češkega dresnika smo opazili približno 200 mg/L višjo koncentracijo 
polidatina po 48 urah, v ekstraktih, ki so  bili izpostavljeni temperaturam 4 °C do 40°C, 
medtem ko je koncentracija resveratrola v vzorcu ostala enaka po 48 urah izpostavljanja 
temperaturi 60 °C. 
 
 
Slika 30: Stabilnost polidatina v ekstraktu olupkov korenin sahalinskega dresnika v odvisnosti od 
temperature in časa 
 
Vsebnost polidatina se ni bistveno spreminjala. Po 48 urah se je v vseh vzorcih celo 
navidezno nekoliko povečala. 
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5 RAZPRAVA 
 
V okviru magistrskega dela smo določali antioksidativno učinkovitost (AOU) in 
prooksidativno aktivnost ekstraktov različnih tkiv japonskega, češkega in sahalinskega 
dresnika, poleg tega pa smo v njih s pomočjo HPLC analize kvalitativno in kvantitativno 
ovrednotili vsebnost posameznih polifenolnih spojin. Preverili smo še razliko med 
učinkovitostjo dveh različnih metod ekstrakcije, stabilnost posameznih polifenolnih spojin 
pri različnih temperaturah in vpliv sezone nabiranja ter vsebnost vode v posameznih tkivih. 
 
5.1 DELEŽ VODE V TKIVIH DRESNIKOV 
 
Da smo določili vsebnost vode v različnih tkivih dresnikov, smo jih stehtali pred 
liofilizacijo in po njej ter izračunali delež vode v posameznem tkivu. 
 
Glede na izmerjene vrednosti je največji delež vode v cvetovih (več kot 80 %), najmanj pa 
v koreninah dresnikov (okrog 60 %). 
 
Na vsebnost vode najbolj vpliva izbira rastlinskega tkiva. Razlike v vsebnosti vode med 
različnimi taksoni dresnikov so majhne. Tudi letni čas, vreme in temperatura odvzema 
vzorcev ne vplivajo na spreminjanje vsebnosti vode v tkivih. Pri naših vzorcih smo sicer 
višje deleže vode določili pri spomladanskem vzorčenju, med taksoni dresnikov pa res ni 
bilo velikih razlik v vsebnosti vode. 
 
Glede na podatke iz literature, 80-95 % mase rastočih rastlin predstavlja voda. V zelenih 
delih rastlin se delež vode giblje med 70-95 %, v olesenelih delih pa 45-50 % (Why 
plants…, 2015). Naši rezultati se skladajo s podatki v literaturi, da oleseneli deli rastlin v 
povprečju vsebujejo manj vode kot zeleni, vendar še vedno nekoliko več kot je navedeno v 
literaturi. V koreninah smo določili od 54 do 70 % vode, v olupkih korenin pa od 59 do 65 
%. Zeleni deli rastlin pa vsebujejo skladno s podatki iz literature precej vode, stebla od 74 
do 81 %, listi od 71 do 77 %, cvetovi pa od 79 do 83 %. 
 
5.2 UČINKOVITOST EKSTRAKCIJE 
 
Ultrazvočna ekstrakcija se je izkazala za učinkovitejšo od ekstrakcije v vodni kopeli s 
stresanjem, kjer smo občutno razliko za kar 100 µg/g več resveratrola določili v olupkih 
korenin japonskega dresnika. V ostalih tkivih so bile vrednosti bolj podobne, vendar je bila 
ultrazvočna ekstrakcija nekoliko učinkovitejša.  
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5.3 PRIMERJAVA AOU IN PROOKSIDATIVNE AKTIVNOSTI MED RAZLIČNIMI 
TKIVI IN TAKSONI DRESNIKOV 
 
Skupno AOU v ekstraktih dresnikov smo merili z metodo ABTS, prooksidativni 
učinkovitost pa z metodo redukcije železovega Fe3+ iona.  
 
Na skupno AOU in prooksidativno aktivnost v ekstraktih lahko vpliva takson dresnika, čas 
vzorčenja rastlinskega materiala, starost rastlinskega tkiva in abiotski ter biotski dejavniki, 
ki jim je bila rastlina izpostavljena tekom razvoja (Webster in sod., 2008). 
 
5.3.1 Merjenje AOU z metodo ABTS 
 
Najvišjo AOU smo določili v spomladanskem vzorcu olupka korenine sahalinskega 
dresnika. Izmerjena vrednost je bila kar trikrat višja od skupne AOU japonskega in češkega 
dresnika. Tako smo v suhi snovi sahalinskega dresnika določili nekaj več kot 6 mmol 
TEAC/ g, medtem ko smo v suhi snovi japonskega in češkega dresnika določili 300% 
manjšo antioksidativno učinkovitost. Če pa združimo rezultate obeh vzorčenj, pa ima 
najvišjo  AOU olupek korenine japonskega dresnika s 3 mmol/g TEAC, sledi sahalinski z 
2,8 in češki z 2,5 mmol/g TEAC. 
 
Rezultati so glede na podatke iz literature presenetljivi, saj naj bi bilo v japonskem 
dresniku kar 70-krat več resveratrola v primerjavi s sahalinskim dresnikom (Vrchotova in 
sod., 2005), tako da visoko AOU sahalinskega dresnika najverjetneje lahko pripišemo 
drugim spojinam. Do podobne ugotovitve glede visoke AOU korenike sahalinskega 
dresnika je v svojem magistrskem delu prišel tudi Anže Rogelj, ki je AOU meril z metodo 
ABTS in luminiscenčno metodo (Rogelj, 2015). 
 
Tudi v cvetovih smo določili kar visoko AOU, in sicer je zopet izstopal sahalinski dresnik 
s 3 mmol TEAC/ g v s.s, medtem ko smo pri japonskem in češkem določili za tretjino nižjo 
vrednost. Po pričakovanjih smo najnižjo AOU določili v steblih vseh treh taksonov 
dresnikov, od 0,2 do 0,5 mmol/g TEAC. 
 
Praviloma smo višjo AOU določili v septembrskih vzorcih, z izjemo olupka korenine 
sahalinskega dresnika, kjer smo v majskih vzorcih določili več kot dvakrat višjo AOU kot 
v jesenskih. Iz tega lahko sklepamo, da se nekatere polifenolne spojine sintetizirajo v 
kasnejših fazah rasti. 
 
5.3.2 Merjenje prooksidativne aktivnosti z redukcijo Fe
3+ 
ionov 
 
S to metodo smo najvišjo sposobnost redukcije Fe3+ določili v ekstraktih olupkov korenin 
in cvetov vseh treh taksonov. V olupkih od 1,5 do 1,9 mg/g ekvivalenta askorbinske 
kisline, v cvetovih pa od 1,1 do 1,8 mg/g. 
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Med jesenskimi in spomladanskimi ekstrakti nismo zasledili bistvenih razlik, le pri olupku 
sahalinskega dresnika smo v majskem vzorcu določili 2,5 mg/g ekvivalenta askorbinske 
kisline, v septembrskem pa samo 1 mg/g, kar je bistveno znižalo povprečno vrednost. 
 
Zaključimo lahko, da imajo najvišjo sposobnost redukcije Fe3+ olupki korenin in cvetovi 
drsnikov, najnižjo pa stebla, le 0,15 do 0,18 mg/g ekvivalenta askorbinske kisline. 
 
5.3.3 Povezava med AOU in prooksidativno aktivnostjo 
 
Na sliki 31 smo prikazali povezavo med antioksidativno učinkovitostjo in prooksidativno 
aktivnostjo. 
 
Slika 31: Povezava med AOU in prooksidativno aktivnostjo polifenolov v tkivih dresnikov 
 
S primerjavo AOU in prooksidativne aktivnosti smo ugotovili, da večja AOU načeloma 
pomeni tudi večjo prooksidativno aktivnost, kar pomeni, da vsi vzorci vsebujejo 
antioksidante, ki istočasno izkazujejo tudi prooksidativno aktivnost. Izmed vseh vzorcev 
najbolj izstopa vzorec korenine češkega dresnika, z antioksidativno učinkovitostjo 1,4 
mmol/g TEAC, prooksidativno aktivnostjo pa sedemkrat manjšo, kar pomeni, da ta vzorec 
vsebuje antioksidante z nižjo prooksidativno aktivnostjo kot ostali vzorci. 
 
5.4 PRIMERJAVA REZULTATOV ANALIZ HPLC 
 
5.4.1 Rezultati kvalitativne HPLC analize 
 
V naših vzorcih smo s pomočjo HPLC analiz določili štiri spojine: resveratrol, polidatin, 
katehin in epikatehin. 
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Glede na  podatke iz literature se v tkivih dresnikov nahajajo tudi klorogenska kislina,  
kavna kislina, kvercetin, emodin in miricetin (Vaher, 2003; Vrchotova in sod., 2004; 
Frantik, 2013), vendar teh spojin mi nismo uspeli dokazati. 
 
 
5.4.2 Rezultati kvantitativne HPLC analize 
 
Kvantifikacija posameznih polifenolnih spojin nam je dala zanimive rezultate. Kot 
povprečje obeh vzorčenj smo največ katehina določili v olupku korenine sahalinskega 
dresnika, kar 13,3 mg/g. Epikatehina je bilo največ v cvetovih češkega dresnika, 27,1 
mg/g, polidatina v olupku korenine japonskega dresnika, 23,5 mg/g, resveratrola pa zopet v 
cvetovih češkega dresnika, 476 µg/g. 
 
Med spomladanskimi in jesenskimi vzorci glede vsebnosti posameznih komponent v 
splošnem nismo zaznali velikih razlik. V katerem letnem času se v dresnikih nahaja večja 
koncentracija polifenolnih spojin iz rezultatov ne moremo na splošno trditi, saj se vrednosti 
razlikujejo za posamezne spojine. 
 
Glede na literaturo pa naj bi bila v spomladanskem času vzorčenih tkivih (maj in julij), 
višja koncenteracija skupnih polifenolnih spojin, kot v tkivih, ki so bili vzorčeni jeseni 
(september) (Frantik, 2013), česar pa naši rezultati v primeru resveratrola, polidatina, 
katehina in epikatehina ne potrjujejo. 
 
5.4.2.1 Katehin v dresnikih 
 
Katehina smo največ določili v olupkih korenin sahalinskega dresnika, 13,3 mg/g. Na 
splošno smo višje vrednosti katehina določili v spomladanskih vzorcih. Iz tega lahko 
sklepamo, da se v kasnejših fazah rasti katehin pretvori v druge fenolne spojine. Največ 
smo ga določili v olupku korenine sahalinskega dresnika, v majskem vzorcu, in sicer je 
vrednost katehina tu znašala kar 18,9 mg/g, v primerjavi z jesenskim, kjer ga je bilo 
približno dva in polkrat manj. V ostalih tkivih smo določili okrog 5 mg/g katehina, v 
steblih pa so bile vrednosti zelo nizke, od 0,3 do 1,5 mg/g. 
 
V literaturi so podatki o vsebnosti katehina v dresnikih zelo različni. Nekateri podatki 
kažejo na zelo nizko vsebnost (2,4 mg/kg), medtem ko drugi kažejo na višje vrednosti (0,1 
mg/g) v celotnem mladem poganjku (Vrchotova in sod., 2007), kar je še vedno 50-krat 
nižja vrednost od naše izmerjene. 
 
Na nižjo povprečno vrednost katehina v podatkih iz literature verjetno vplivajo stebla, kjer 
je vsebnost  zanemarljivo nizka. 
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5.4.2.2 Epikatehin v dresnikih 
 
Najvišjo vrednost epikatehina smo določili v cvetu češkega dresnika, in sicer kar 27 mg/g, 
nekaj več tudi v olupkih japonskega dresnika, in sicer 16 mg/g, v ostalih tkivih pa v 
povprečju pod 5 mg/g, najmanj v steblih, od 0,5 do 1,5 mg/g. 
 
Glede na podatke iz literature se vrednosti gibljejo od 0,2 mg/g v češkem dresniku, do 
približno trikrat več v japonskem in sahalinskem dresniku (Vrchotova in sod., 2007), 
vendar  so to podatki povprečnih vrednosti celotnih mladih poganjkov, ki je predvidoma 
zaradi zanemarljive vednosti epikatehina v steblih toliko nižja. 
 
5.4.2.3 Polidatin v dresnikih 
 
Najvišjo koncentracijo polidatina smo zaznali v olupku japonskega dresnika, in sicer 23,5 
mg/g. Precej visoko koncentracijo smo zabeležili tudi v korenini japonskega dresnika, in 
sicer 18 mg/g. V drugih tkivih in taksonih so bile vrednosti precej nižje, okrog 5 mg/g ali 
manj, najmanj zopet v steblih, od 0,17 do 0,6 mg/g. 
 
Polidatina smo nekoliko več določili v jesenskih vzorcih, iz česar lahko sklepamo, da se 
polidatin sintetizira v kasnejših fazah rasti. 
 
Viri navajajo, da je japonski dresnik najpomembnejši vir polidatina (Benova in sod., 2008; 
Liang in  Zou, 2011). Povprečna vrednost polidatina v japonskem dresniku se namreč 
giblje 3-8 mg/g, najbolj pa je koncentriran v korenikah. Glede na podatke v literaturi smo v 
naših vzorcih določili zelo visoke vsebnosti polidatina. 
 
 
5.4.2.4 Resveratrol v dresnikih 
 
Resveratrola smo v dresnikih določili nekoliko manj v primerjavi s podatki v literaturi.  V 
olupku korenine japonskega dresnika, kjer naj bi bila koncentracija najvišja, smo določili 
250 µg/g resveratrola. Presenetljivo pa smo ga v korenini češkega dresnika določili kar 356 
µg/g, v cvetu češkega dresnika pa celo kar 476 µg/g. V ostalih tkivih  in  taksonih so bile 
vrednosti zanemarljive, pri jesenskih vzorcih celo pod mejo zaznave pri listih, steblih in 
cvetovih japonskega dresnika, ter listih in steblih češkega dresnika. 
 
Tudi glede vsebnosti resveratrola so podatki iz literature različni. Po nekaterih podatkih naj 
bi bila povprečna vrednost resveratrola v japonskem dresniku 1-3 mg/g (Zhang in sod., 
2006; Benova in sod., 2008; Liang in Zou, 2011), drugi viri pa kažejo na bolj primerljive  
rezultate z našimi, in sicer okrog 600 µg/g resveratrola (Vrchotova in sod., 2007). Nižje 
vsebnosti resveratrola v naših vzorcih so lahko tudi posledica višjih vsebnosti polidatina, 
glikozilirane oblike resveratrola.  
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5.5 STABILNOST RESVERATROLA IN POLIDATINA 
 
Naši rezultati kažejo, da sta tako resveratrol kot polidatin stabilna v vseh taksonih 
dresnikov pri izpostavljanju temperaturi do 60 °C do 48 ur. 
 
Viri navajajo, da je resveratrol pri temperaturi 37 °C stabilen tudi do deset tednov 
(Kramarič, 2013), pri temperaturi 80 °C pa začne razpadati (Lee, 2014). 
 
Zanimivo je dejstvo, da se nam je vsebnost resveratrola in polidatina po 48 urah povečala. 
Sklepamo lahko, da spojini nastaneta iz prekurzorjev. Glede na zapise iz literature tako 
resveratrol lahko nastane poleg iz polidatina še iz p-kumarne kisline in aminokislin kot sta 
l-fenilalanin in l-tirozin (Shumakova, 2011). 
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6  SKLEPI 
 
Glede na namen magistrskega dela in zastavljene cilje lahko podamo naslednje sklepe: 
 
 
 AOU se razlikuje glede na tkivo in takson dresnika ter letni čas vzorčenja. Najvišja 
AOU je v olupkih korenin, najnižja pa v steblih. Glede na razlike med taksoni je 
bila najvišja AOU kot povprečje obeh vzorčenj določena v japonskem dresniku, pri 
spomladanskih vzorcih pa z najvišjo vrednostjo izstopa sahalinski dresnik. 
 
 Prooksidativna aktivnost je podobno kot antioksidativna učinkovitost najvišja v 
olupkih korenin in cvetovih, najnižja pa v steblih. 
 
 Razlike v vsebnosti polifenolov pred cvetno sezono in med sezono cvetenja so 
minimalne in se razlikujejo tako glede na takson kot na vrsto tkiva. 
 
 Poleg resveratrola dresniki vsebujejo še polidatin, katehin in epikatehin. 
 
 Japonski dresnik, še posebej njegova korenina, je najbogatejši rastlinski vir 
resveratrola in polidatina in v vsebnosti le-teh prekaša celo rdeče vino, za katerega 
viri navajajo vsebnost resveratrola okrog 3 µg/mL (Venturini, 2010). 
 
 Temperatura do 60 °C ne vpliva na stabilnost resveratrola in polidatina v ekstraktih 
v času do 48 h. 
 
 Ultrazvočna ekstrakcija je nekoliko učinkovitejša od ekstrakcije v vodni kopeli. 
 
 
 
Glede na postavljene delovne hipoteze lahko zaključimo: 
 
 Ekstrakti vseh tkiv vseh taksonov dresnikov vsebujejo polifenolne spojine, njihove 
vsebnosti pa se razlikujejo v antioksidativnih in prooksidativnih lastnostih. 
 
 Tkiva različnih vrst dresnikov vsebujejo polifenolne spojine v različnih 
koncentracijah, nanje vpliva tudi sezona vzorčenja. 
 
  Resveratrol in polidatin sta stabilna pri temperaturi do 60 °C v času do 48 ur. 
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7 POVZETEK 
 
Ker smo dnevno izpostavljeni dejavnikom, ki vplivajo na porast prostih radikalov v telesu, 
je pomembno, da s prehrano zaužijemo dovolj antioksidantov, s čimer lahko omilimo ali 
celo preprečimo pojav raznih sodobnih civilizacijskih bolezni. 
 
Prehranski antioksidanti se nahajajo predvsem v rastlinah. V magistrskem delu smo 
ugotavljali, kateri antioksidanti se nahajajo v različnih taksonih dresnikov, v katerih tkivih 
in v kolikšni količini. 
 
Rastlinski material smo vzorčili leta 2015, in sicer smo izvedli prvo vzorčenje spomladi 
pred fazo rasti, drugega pa jeseni v fazi rasti. Vzorčili smo liste, cvetove, stebla, korenine 
in olupke korenin. Rastlinski material smo takoj po vzorčenju liofilizirali. V postopku 
liofilizacije smo ugotovili, da največji delež vode vsebujejo socvetja, najmanj pa korenine. 
Liofiliziran material spomladanskega vzorčenja smo strli v prah in pripravili etanolne 
ekstrakte z ekstrakcijo v vodni kopeli s stresanjem in ultrazvočno ekstrakcijo. Ker se je 
ultrazvočna ekstrakcija izkazala za učinkovitejšo in nam je poleg tega prihranila še kar 
nekaj časa, smo material jesenskega vzorčenja ekstrahirali samo z ultrazvočno ekstrakcijo. 
 
AOU ekstraktov smo merili z metodo ABTS, kjer smo najvišjo TEAC določili olupkom 
korenin sahalinskega dresnika. Merili smo prooksidativno aktivnost z redukcijo Fe
3+
, kjer 
smo zelo visoko sposobnost lovljenja prostega železa določili v olupkih korenin in 
socvetjih vseh taksonov dresnikov. 
 
Vsebnost in koncentracijo posameznih polifenolnih spojin smo merili z metodo 
HPLC/DAD. V vzorcih smo detektirali resveratrol, polidatin, katehin in epikatehin, od tega 
najbolj pester nabor in najvišje koncentracije v olupkih korenin japonskega dresnika, kjer 
so vrednosti resveratrola in polidatina celo presegle vrednosti omenjenih spojin v rdečem 
grozdju. 
 
Glede na rezultate lahko potrdimo, da so olupki korenin japonskega dresnika najboljši vir 
resveratrola in polidatina. Polidatin smo določili v vseh tkivih vseh analiziranih taksonov 
dresnikov. 
 
Stabilnost resveratrola in polidatina smo preverjali z izpostavljanjem vzorcev 
temperaturam do 60 °C 48 ur. Glede na rezultate lahko potrdimo, da sta tako resveratrol 
kot tudi polidatin stabilna pri temperaturah do 60 °C do 48 ur. 
 
Izsledki raziskav so pokazali, da so vsi trije analizirani taksoni dresnikov bogat vir 
polifenolnih snovi z antioksidativnim delovanjem. 
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PRILOGE 
PRILOGA A 
Kraji vzorčenj vseh treh taksonov dresnikov 
 
 
 
Priloga A1: Kraj vzorčenja japonskega dresnika: Ljubljana Vrhovci- na levem bregu pred mostom čez Mali 
graben (Prirejeno po: Google maps, 2016) 
 
 
Priloga A2: Kraj vzorčenja češkega dresnika: Ljubljana Rožna dolina- Cesta XV, nasproti Oddelka za 
gozdarstvo Biotehniške fakultete (Prirejeno po: Google maps, 2016) 
 
 
Priloga A3: Kraj vzorčenja sahalinskega dresnika: Ljubljana Ig- Območje Zavoda za prestajanje kazni zapora 
Ljubljana Ig  (Prirejeno po: Google maps, 2016) 
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PRILOGA B 
 
Deleži vode v dresnikih 
 
 
Priloga B1: Deleži vode v tkivih češkega dresnika. Nabran v okolici Oddelka za Gozdarstvo Biotehniške 
fakultete, 6.5.2015 okrog poldneva, ter 31.8.2015, 10:00-11:00, pri 25 °C in jasnem vremenu. 
 
češki dresnik maj september povprečje standardna 
deviacija 
olupek 
korenine 
65,53 % 64,43 % 64,98 % 0,01 
korenina 66,02 % 59,29 % 62,66 % 0,05 
listi 80,26 % 68,09 % 74,18 % 0,09 
stebla 90,61 % 56,65 % 73,63 % 0,24 
cvetovi / 82,75 % 82,75 % / 
 
 
Priloga B2: Deleži vode v tkivih japonskega dresnika. Nabran na Vrhovcih 8.5. 2015 okrog osme ure zjutraj  
in 7.9.2015, 9:30, obakrat okrog 20 °C, jasno vreme. 
 
japonski 
dresnik 
maj september povprečje standardna 
deviacija 
olupek korenine 66,15 % 51,67 % 58,91 % 0,10 
korenina 58,71 % 49,28 % 54,00 % 0,07 
listi 82,21 % 72,05 % 77,13 % 0,07 
stebla 89,45 % 72,50 % 80,98 % 0,12 
cvetovi / 82,10 % 82,10 % / 
 
 
Priloga B3: Deleži vode v tkivih sahalinskega dresnika. Nabran na posesti ženskega zapora Ig, 11.5.2015 
okrog osme ure zjutraj in 16.9.2015, 12:00-13:00, obakrat v jasnem vremenu pri okrog 20 °C. 
 
sahalinski dresnik maj september povprečje standardna 
deviacija 
olupek korenine 70,59 % 53,32 % 61,96 % 0,12 
korenina 84,34 % 55,70 % 70,02 % 0,20 
listi 73,51 % 68,74 % 71,13 % 0,03 
stebla 88,68 % 63,04 % 75,86 % 0,18 
cvetovi / 78,78 % 78,78 % / 
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PRILOGA C 
 
Absorbance izmerjene z metodo ABTS in umeritvena krivulja za pripravljene ekstrakte 
 
Priloga C7: Koncentracije troloksa in izmerjene absorbance pri umeritveni krivulji z metodo ABTS 
oznaka c (µM) A pov A 
S1 0 1,0454  
S2 0 1,0494  
S3 0 1,0495 1,0481 
5a 5 0,94889  
5b 5 0,93483 0,94186 
10a 10 0,84212  
10b 10 0,88295 0,862535 
15a 15 0,78375  
15b 15 0,76713 0,77544 
20a 20 0,667  
20b 20 0,6955 0,68125 
30a 30 0,48949  
30b 30 0,47545 0,48247 
40a 40 0,37069  
40b 40 0,38493 0,37781 
50a 50 0,12036  
50b 50 0,13645 0,128405 
 
 
   
 
Priloga  C2: Umeritvena krivulja, absorbanca v odvisnosti od koncentracije troloksa 
y = 0,018x 
R² = 0,9943 
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PRILOGA D 
 
Absorbance izmerjene z redukcijo Fe
3+
  in umeritvena krivulja za pripravljene ekstrakte 
 
Priloga D8: Koncentracije askorbinske kisline in izmerjene absorbance za umeritveno krivuljo pri merjenju 
redukcije Fe
3+
  
oznaka c (mg/mL) A (700 nm) A povp 
1a 0,0125 0,16091   
1b 0,0125 0,16312 0,162015 
2a 0,025 0,3014   
2b 0,025 0,30426 0,30283 
3a 0,05 0,57862   
3b 0,05 0,59236 0,58549 
4a 0,075 0,85018   
4b 0,075 0,8013 0,82574 
5a 0,1 1,0147   
5b 0,1 1,075 1,04485 
6a 0,125 1,3074   
6b 0,125 1,2893 1,29835 
7a 0,15 1,4758   
7b 0,15 1,4865 1,48115 
8a 0,2 1,7928   
8b 0,2 1,8209 1,80685 
 
 
Priloga D2: Umeritvena krivulja, absorbanca v odvisnosti od koncentracije askorbinske kisline 
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PRILOGA E 
 
Kromatogrami ekstraktov in standardov 
 
 
 
Priloga E1: Kromatogram olupka korenine češkega dresnika pri valovni dolžini 280 nm 
 
 
Priloga E2: Kromatogram korenine češkega dresnika pri valovni dolžini 306 nm 
 
 
Priloga E3: Kromatogram olupka korenine japonskega dresnika pri valovni dolžini 280 nm s standardnimi 
raztopinami. 1= katehin, 2= epikatehin, 3= polidatin, 4= resveratrol 
 
 
Priloga E4: Kromatogram standardov pri valovni dolžini 280 nm. 1= katehin, 2= epikatehin, 3= polidatin, 4= 
resveratrol 
